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Zusammenfassung

Weltweit sind aktuell schatzungsweise 12 Millionen Menschen an einer Hepatitis D Virus
(HDV)-Infektion erkrankt. Die Infektion verursacht eine akute und chronische Entzindung
des Lebergewebes, assoziiert mit Leberzirrhose und dem hepatozellularen Karzinom. Die
Pravalenz variiert stark zwischen den Landern, wobei die Mongolei die hochste nationale
HDV-Pravalenz aufweist. Derzeit zugelassene therapeutische Méglichkeiten sind durch
hohe Ruckfallraten nach Therapieende begrenzt. Die Evasion vor der HLA-Klasse |-asso-
ziierten Immunantwort ist ein moglicher Grund fiir die Viruspersistenz. CD8" T-Zellen spie-
len eine zentrale Rolle bei der HLA-Klasse I-assoziierten Immunantwort gegen chronische
Infektionen. Eine Immunevasion durch Selektion von Virusvarianten in Zielepitopen kénnte
zur Viruspersistenz bei chronischen Infektionen beitragen. Experimentiell konnte bereits
eine CD8" T-Zellantwort bei Patienten mit einer HDV-Infektion nachgewiesen werden. Al-
lerdings ist noch wenig Uber die Selektion viraler Sequenzpolymorphismen in CD8" T-Zel-
lepitopen und das Ausmal} dieser Strategie der Immunevasion bei HDV bekannt. In der
vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob ein statistisch belegbarer Zusammenhang zwi-
schen viralen Sequenzpolymorphismen und HLA-Klasse I-Molekilen als Zeichen einer
kontinuierlichen Anpassung an einen CD8" T-Zelldruck besteht. Hierzu wurden Serumpro-
ben einer grolen mongolischen Kohorte HDV-positiver Probanden durch eine Kollaboration
mit der Mongolian National University of Medical Sciences (Ulaanbaatar) am Institut fur
Virologie des Universitatsklinikums Dusseldorf charakterisiert und sequenziert. Ziel der Ar-
beit war es, die Sequenzvariabilitat von HDV in der Mongolei zu untersuchen und zu prifen,
ob die Selektion von Immunevasionsvarianten in CD8" T-Zellepitopen zur Evolution von
HDV beitragt.

Die Kohorte HepMongolia besteht aus Serumproben (n = 1310) aus landlichen Regionen
der Mongolei und wurde auf Hepatitis B Virus (HBV)- und HDV-Infektionsmarker untersucht.
Die kodierende Region des Delta Antigens wurde sequenziert und der HLA-Typ der Pro-
banden bestimmt. Eine Sequenzanalyse mit dem Algorithmus SeqFeatR wurde durchge-
fuhrt, um Epitope unter Selektionsdruck in Anwesenheit von individuellen HLA-Klasse |-Al-
lelen (,HLA-footprints*) zu identifizieren. Bei 432 Hepatitis B Oberflachen-Antigen
(HBsAg)-positiven Probanden waren 278 (64,35 %) HDV-Antikdrper (anti-HDV) reaktiv.
HDV-RNA wurde bei 213 von 278 anti-HDV-positiven (76,62 %) Probanden mit einer me-
dianen HDV-Viruslast von 34 508 Kopien/ml nachgewiesen. Das kleine Delta Antigen wurde
bei 157 Proben erfolgreich sequenziert. Phylogenetische Analysen zeigten, dass alle mon-
golischen Deltavirusisolate dem Genotyp 1 zuzuordnen sind, darunter waren in der Literatur
noch nicht vorher beschriebene Subtypen. An zwéIf Positionen wurden virale Sequenzpo-
lymorphismen gefunden, die in Anwesenheit von bestimmten HLA-Genotypen signifikant
angereichert waren und damit auf HLA-Klasse |-assoziierten Selektionsdruck hinweisen.
Fur die Mehrheit dieser Positionen wurden Uberlappende Epitope, die von relevanten
HLA-Klasse I-Molekilen prasentiert werden, Uber HLA-Klasse I-Bindungs-Algorithmen der
Immune Epitope Database (IEDB) vorhergesagt. Somit wurde gezeigt, dass Probanden mit
bestimmten HLA-Klasse I-Allelen an verschiedenen Positionen einen Sequenzpolymor-
phismus als Hinweis auf eine Evasion vor der adaptiven Immunantwort zeigen.

Ahnlich wie bei anderen chronischen Virusinfektionen scheint HDV eine kontinuierliche An-
passung an HLA-Klasse |-assoziierten Selektionsdruck zu zeigen, die als HLA-footprints in
zirkulierenden Isolaten nachweisbar sind. Diese Anpassung scheint die Evolution von HDV
zu beeinflussen und zu einer hohen HDV-Seqeunzvariabilitdt zu fihren. Die in dieser Arbeit
beschriebenen HLA-footprints erganzen die laufende Erfassung HDV-spezifischer
CD8" T-Zellepitope und unterscheiden sich von bisher beschriebenen HLA-footprints einer
europdisch-iranischen  Kohorte, hinweisend auf einen populationsabhangigen
HLA-Klasse I-assoziierten Selektionsdruck. In Folgeuntersuchungen kénnten aufgefiihrte
Evasionsmechanismen zur Charakterisierung von HDV-spezifischen CD8" T-Zellen ver-
wendet werden und zur Entwicklung neuer therapeutischer Strategien, wie prophylaktischer
Impfstoffe gegen HDV, beitragen.



Summary

An estimated number of 12 million people worldwide are currently infected with the hepati-
tis D virus (HDV). The infection causes acute and chronic inflammation of the liver tissue,
associated with liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma. The prevalence varies widely
between countries, with Monogolia having the highest national prevalence of HDV. Cur-
rently approved treatment options are limited by the high rate of relapse at the end of treat-
ment. Immune escape from the HLA class |-associated immune response may be a reason
for viral persistence. Antiviral CD8" T cells are a key component of the adaptive immune
response against chronic viral infections. Immune escape may contribute to viral persis-
tence in chronically infected patients through selection of viral variants in targeted epitopes.
Although CD8" T cell responses against HDV have been detected, little is known about se-
lection of viral sequence polymorphisms and the extent of this immune escape strategy.
Statistical associations between viral sequence polymorphisms and HLA class-lI molecules
are a powerful approach to identify positions under CD8" T cell pressure. Serum samples
from a large cohort of HDV-infected patients were characterised and sequenced in collab-
oration with the Mongolian National University of Medical Sciences (Ulaanbaatar) at the
Institute of Virology of the University Hospital Disseldorf. The aim of the study was to in-
vestigate the sequence variability of HDV in Mongolia and to determine whether selection
of immune evasion variants in CD8" T cell epitopes contributes to the evolution of HDV.

The HepMongolia, a cohort (n = 1310) from the rural Mongolian countryside was analyzed
for markers of hepatitis B virus (HBV)- and HDV-infection. The complete genomic region
coding for the delta antigen was sequenced and the HLA-type was determined. Residues
under selection pressure in the presence of individual HLA class-| alleles (“HLA-footprints”)
were identified with the sequence analysis algorithm SeqFeatR. Of 432 Hepatitis B surface
Antigen (HBsAg)-positive patients, 278 (64.35 %) were anti-HDV antibodies (anti-HDV)
positive and HDV-RNA was detected in 213 of 278 (76.62 %) patients with a median HDV
viral load of 34508 copies/ml. The small delta antigen was successfully sequenced from
157 samples. Phylogenetic analysis revealed that all Mongolian HDV isolates belong to
HDV genotype 1 with a number of novel so far unassigned subtypes. At twelve positions
viral sequence polymorphisms were significantly enriched in the presence of certain
HLA-genotypes, indicating HLA class I-associated selection pressure. For the majority of
these positions, overlapping epitopes presented by the relevant HLA class-I molecule were
predicted in HLA class-I binding prediction algorithms as implemented in the Immune
Epitope Database (IEDB). It has been shown that patients with certain HLA class-| alleles
have a sequence polymorphism at different positions, indicating escape from the adaptive
immune response.

Similar to other chronic viral infections there is strong evidence that HDV continuously
adapts to HLA class-I associated selection pressure leaving HLA-footprints in circulating
isolates. This adaption seems to influence the evolution of HDV leading to a high HDV-se-
quence varibilty. The HLA-footprints identified in this work can support the ongoing mapping
of HDV-specific CD8" T cell epitopes and differ from previously described HLA-footprings
of a European-Iranian cohort, indicating a population-dependent HLA class l-associatied
selection pressure. In future studies, the evasion mechanisms described could be used to
characterise HDV-specific CD8" T cells and may contribute to the development of new ther-
apeutic strategies, such as prophylactic vaccines against HDV.
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Aus Grunden der besseren Lesbarkeit wird in dieser Arbeit das generische Maskulinum
verwendet und auf eine geschlechtsneutrale Formulierung verzichtet. Nachfolgende mann-

liche Schreibweisen beziehen sich immer auf alle Geschlechter.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Hepatitis D Virus-Infektion

Das Hepatitis D Virus (HDV) ist das einzige Mitglied der Gattung Deltavirus [1] und |8st
beim Menschen eine Hepatitis D Infektion, eine akute und chronische Entziindung des Le-
bergewebes, aus. HDV wurde 1977 erstmals von Rizzetto et al. [2] in Hepatitis B Virus
(HBV)-infizierten Patienten mit schweren Leberschaden beschrieben. Das Virus bendétigt
das Oberflachenprotein von HBV, das Hepatitis B Oberflachen-Antigen (HBsAg), als Hull-
protein um neue infektidse Viruspartikel (Virione) zu bilden [3]. Daruber hinaus gelangt das
Virus Uber Adhasion des HbsAg an den Leber-/Gallensaurerezeptor (Natrium-Tauro-
cholat-Cotransport-Polypetid, NTCP) in die Wirtszelle [4]. Somit ist die Etablierung einer
HDV-Infektion nur in HBsAg-positiven Patienten mdglich und das Virus ist im Menschen

hoch hepatotrop.

Eine chronische HDV-Infektion wird nach Alfaiate et al. [5] oft als die schwerste Form der
chronisch viralen Hepatitiden eingestuft. HDV-infizierte Patienten zeigen im Vergleich zu
HBV-mono-infizierten Patienten einen aggressiveren klinischen Verlauf mit einer schnelle-
ren Progression und einem dreifach erhéhten Risiko fur die Entwicklung einer Leberzir-
rhose [5]. Zudem verdreifacht HDV das Risiko ein Hepatozellulares Karzinom (HCC) zu
entwickeln und verdoppelt die Mortalitatsrate in chronisch infizierten HBV-Patienten mit be-
stehender Leberzirrhose [6]. Eine aktuelle Metaanalyse zeigte, dass von HDV-infizierten

Patienten mit Folgeerscheinungen 18 % eine Leberzirrhose und 20 % ein HCC aufwiesen

[7].

1.1.1 Klinischer Verlauf

In Abhangigkeit vom Hepatitis-B-Status des Tragers wurden zwei Verlaufsformen beschrie-
ben, die akute und chronische HDV-Infektion. Negro et al. [8] fassten den Verlauf einer
akuten HDV-Infektion anschaulich zusammen. Mit einer Inkubationszeit von ein bis zwei
Monaten tritt sie bei einer simultanen HBV/HDV-Koinfektion auf. HBV/HDV-Koinfektionen
sind meist transient, selbst-limitierend und heilen bei 95 % der Erwachsenen aus. Folglich
kommt es bei einer HBV/HDV-Koinfektion ebenso wie bei einer HBV-Monoinfektion in we-
niger als 5 % der Falle zu einer Chronifizierung [8]. Yurdaydin et al. [9] beschrieben in einem
systematischen Ubersichtsartikel, dass der klinische Verlauf von einer milden bis hin zu
einer fulminanten Hepatitis mit tddlichem Ausgang variiert. Trotz hoher Ausheilungsraten
hatten HBV/HDV-koinfizierte Patienten im Vergleich zu HBV-monoinfizierten Patienten ein

erhohtes Risiko fur die Entwicklung einer schweren oder fulminanten Hepatitis mit akutem
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Leberversagen [9]. Eine HDV-Superinfektion bei einer bereits bestehenden, chronischen
HBV-Infektion hingegen hat eine deutlich niedrigere Ausheilungsrate und fuhrt in bis zu
80 % der Falle zu einer HBV/HDV-Chronifizierung [8].

1.1.2 Diagnostik

Antikorper gegen HDV, anti-HDV, kdnnen durch serologische Testungen in HDV-infizierten
Patienten detektiert werden. Wahren einer Primarinfektion steigen anti-HDV Immunglobu-
lin M (IgM) Titer zuerst an, gefolgt vom Anstieg des anti-HDV Immunglobulin G (IgG) Titers,
der in Patienten mit einer Koinfektion nach ein paar Monaten meist abnimmt, jedoch in
Patienten mit einer progressiven Superinfektion persistiert [10]. Anti-HDV IgM wurde in
chronisch HDV-infizierten Patienten detektiert, assoziiert mit der Entwicklung eines pro-
gressiven Leberschadens [11], einer histologisch nachweisbaren Entziindungsreaktion und
einer Krankheitsaktivitat mit erhéhten Leberwerten [12]. Folglich scheinen Antikérper gegen
HDV nicht-neutralisierend zu sein und kdnnen als diagnostische Marker zum Nachweis ei-
ner aktiven bzw. chronischen oder ausgeheilten Infektion genutzt werden. Die Diagnostik
von HDV besteht aus zwei aufeinanderfolgenden Schritten, die im systematischen Uber-
sichtsartikel von Botelho-Souza et al. [13] detailliert beschrieben wurden. Im ersten Schritt
erfolgt ein Screening HBsAg-positiver Patienten auf Antikbrper gegen das Hepatitis Delta
Antigen (anti-HDV IgM und 1gG). Bei reaktivem Ergebnis (anti-HDV ,positiv") wird im zwei-
ten Schritt HDV-RNA im Serum untersucht. Bei einer aktiven Infektion ist HDV-RNA im Se-
rum nachweisbar [13]. Alfaiate et al. [5] wiesen in einem systematischen Ubersichtsartikel
auf Besonderheiten der einzelnen Werte hin. Nach Ausheilung einer HDV-Infektion ist
HDV-RNA im Serum nicht nachweisbar (,negativ®), anti-HDV IgG kann jedoch persistieren.
Aulerdem sollte bei Patienten mit akuter HBsAg-positiver Hepatitis zu Infektionsbeginn
eine Reevaluation der anti-HDV-Antikorper erfolgen, da anti-HDV-Antikorper in den ersten

Tagen der Infektion nicht detektierbar sein kénnen [5].

1.1.3 Transmission

Im Menschen kann HDV die gleichen Ubertragungswege wie HBV nutzen, wobei die Uber-
tragung enger an Kontakte zu kontaminiertem Blut gebunden ist. Die Ubertragung kann
grundsatzlich parenteral, sexuell oder selten vertikal erfolgen [14]. Am haufigsten wird HDV
durch Exposition zu infiziertem Blut Ubertragen [15, 16]. Alfaiate et al. [5] beschrieben, dass
die Art der Ubertragung je nach Gebiet abhéngig von der HDV-Pravalenz ist. Kontakt mit
infiziertem Blut scheint der Hauptlibertragungsweg in Europa und den Vereinigten Staaten
zu sein. Ein grof3er Risikofaktor ist der intravendse Drogenkonsum, haufig assoziiert mit

dem Humanen Immundefizienz-Virus (HIV) und dem Hepatitis C Virus (HCV). Evidenz fur
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sowohl homosexuelle als auch heterosexuelle Ubertragungswege zeigten Gebiete mit ho-
her HDV-Pravalenz. Ein intrafamilidrer Ubertragungsweg durch einen vermuteten inappa-
renten Austausch von Korperflissigkeiten wurde in Populationen mit niedrigem Einkommen
nachgewiesen [5]. Ein erhéhtes Risiko einer HBV-/HDV-Koinfektion wurde zudem bei Ha-
modialyse-Patienten, bei Mannern, die Sex mit Mannern praktizieren und bei kommerziel-

len Sexarbeitern beschrieben [16, 17].

Da in dieser Arbeit eine mongolische Kohorte untersucht wurde, werden im Folgenden Stu-
dienergebnisse zur Ubertragung von HDV in der Mongolei zusammengefasst. HDV wird bei
Kindern hauptsachlich durch eine parenterale Exposition im Gesundheitswesen wie Kran-
kenhausaufenthalte und in der Familie bertragen [18, 19]. Baatarkhuu et al. [20] beschrie-
ben im Rahmen einer nationalen Studie eine signifikante Assoziation zwischen
anti-HDV-positiven Probanden (Altersspanne von 0 Jahren bis 80 Jahre) und Bluttransfusi-
onen, Zahnbehandlungen, Operationen und Tattoos in der Vorgeschichte. Eine mongoli-
sche Studie von Boldbaatar et al. [21] beschrieb eine hohe Pravalenz von HDV- und Syphi-
lis-Koinfektionen in der erwachsenen Bevdlkerung von Ulanbaatar. Die Ergebnisse deuten
darauf hin, dass die sexuelle Ubertragung ein haufiger Ubertragungsweg von HBV/HDV in

der sexuell aktiven mongolischen Bevolkerung ist [21].

1.2 Struktur und Aufbau des HDV-Genoms

HDV besitzt nach aktuellem Kenntnisstand das kleinste Genom aller Viren, die Sdugetiere
befallen und weist Ahnlichkeiten mit pflanzlichen Viroiden auf [22]. Das Genom besteht aus
einer negativ orientierten zirkularen Einzelstrang RNA [23] mit einer Lange von ca. 1,7 Ki-
lobasen (kb) [24]. Durch intramolekulare Basenpaarung von mindestens 70 % aller Nukle-
otide faltet sich das HDV-RNA-Genom zu einer stabférmigen Sekundarstruktur (Abb. 1.1).
Die intramolekulare Basenpaarung basiert auf einem hohen Guanin- und Cytosin-Gehalt
[25].
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Abb. 1.1: Stabformige Sekundarstruktur des HDV-RNA-Genoms

Dargestellt ist die stabférmige Sekundarstruktur des HDV-RNA-Genoms einer HDV-Referenzse-
quenz, offentlich zuganglich lber die GenBank (Accesion number M21012.1 [26]). Die Abbildung
wurde mit dem Programm Geneious erstellt. Ein hoher Guanin- und Cytosin-Gehalt fiihrt zu einer
intramolekularen Basenpaarung von mindestens 70 % aller Nukleotide.

1.2.1 HDV-RNA-Replikation

Fur die Replikation genomischer HDV-RNA existiert Evidenz fir die Hypothese eines dop-
pelten zirkularen Mechanismus, ahnlich des vorgeschlagenen Mechanismus fur Viroide [27].
Durch Rekrutierung der DNA-abhangigen RNA-Polymerase der Wirtszelle, hauptsachlich
der Polymerase |l [28], wird die stabférmige virale RNA als Matrize benutzt, als ware es
eine DNA Matrize [29]. Tseng et al. [27] fassten den Ablauf der RNA-Replikation in einem
systematischen Ubersichtsartikel zusammen. In der ersten Runde dient die genomische
RNA als Matrize zur Erstellung einer multimeren, antigenomischen RNA. Wahrend der Rep-
likation entstehende antigenomische RNA-Monomere werden durch eine intrinsische Ri-
bozym-Aktivitdt zu Monomeren gleicher Lange zugeschnitten und anschlieRend zu antige-
nomischen zirkularen Molekullen (Antigenom) verknUpft. In der zweiten Runde der Replika-
tion dient dann wiederum das Antigenom als Matrize zur Erstellung zirkularer genomischer
RNA [27].
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1.2.2 Das Hepatitis Delta Antigen

Wahrend Viroide keine protein-kodierende Kapazitat aufzeigen, kodiert HDV-RNA fur ein
Protein, das Hepatitis Delta Antigen (HDAQ) [22]. Der offene Leserahmen fur die kodierende
Sequenz des HDAg liegt innerhalb des Antigenoms [24, 30], wobei die Translation von einer
subgenomischen linearen messenger RNA (mRNA) aus 0,8 kb erfolgt [31]. Das HDAg tritt
in zwei Isoformen auf, dem kleinen 24 Kilodalton HDAg (Small- bzw. S-HDAg) und dem
groRen 27 Kilodalton HDAg (Large- bzw. L-HDAQ) [29]. Alfaiate et al. [5] charakterisierten
umfassend die beiden HDAg-Isoformen. Das S-HDAg besteht aus 195 Aminosauren (AS),
wird direkt von der mRNA translatiert und tritt als frihere Form in infizierten Zellen auf. Bei
der HDV-Replikation ist das S-HDAg erforderlich fur die Initiation, Elongation und
HDV-RNA-Akkumulation. Das L-HDAg ist 19 bis 20 AS langer, besteht somit aus 214 AS
und inhibiert die Synthese des HDV-Genoms und somit die HDV-Replikation. Au3erdem ist
das Protein erforderlich fur die Entstehung neuer Virione [5]. Die Entstehung des L-HDAg
erfolgt wahrend der Replikation durch das Enzym Adenosine Desaminase acting on RNA
(ADART1), das die Umwandlung von Adenosin zu Inosin innerhalb des Antigenoms kataly-
siert, wodurch das Stop Codons UAG (Uracil, Adenin, Guanin) des offenen Leserahmens
fur das S-HDAg ersetzt wird durch Tryptophan UGG (Uracil, Guanin, Guanin) und die

Translation bis zum nachsten Stop Codon fortschreitet [32].

Ein Virion umhdllt vom HBsAg enthalt das HDV-Ribonukleoprotein, zusammengesetzt aus
genomischer HDV-RNA und ca. 70 Kopien variabler Menge des S- und L-HDAg [33, 34]
(Abb. 1.2). Fur die Umhllung der Virionen sind Prenylationen im C-terminalen Ende des

L-HDAg notwendig, die eine Interaktion mit dem HBsAg ermdglichen [35].
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Abb. 1.2: HDV-Virion

Schematische Darstellung eines HDV-Viruspartikels. Ein HDV-Virion ist umhdllt vom Hepati-
tis B Oberflachen-Antigen (HBsAg) des HBV, bestehend aus drei Formen Small (S), Medium (M)
und Large (L). Das HDV-Ribonukleoprotein besteht aus einer zirkularen, negativ orientierten Einzel-
strang-Ribonucleic acid (HDV-Genom) assoziiert mit den zwei Formen des Delta Antigens (HDAgQ),
Large-HDAg (L-HDAg) und Small-HDAg (S-HDAg) (in Anlehnung an Magnius et al. [1]).

1.3 Globale Verbreitung von HDV

1.3.1 HBV-/HDV-Pravalenz

HDV ist global verbreitet, wobei sich Pravalenzen geographisch stark unterscheiden
(Abb. 1.3 (A)) [7]. Nach aktuellen Schatzungen zweier Metaanalysen betrug die HDV-Pra-
valenz weltweit zwischen 0,16 % [7] und 0,98 % [36]. Somit reichen die Schatzungen
HDV-Infizierter weltweit von 12 Millionen [7] bis 72 Millionen [36]. Die geschatzte
anti-HDV-Pravalenz der HBsAg-positiv Getesteten betrug zwischen 4,5 % [7] und 14,57 %
[36]. Die Metaanalyse von Stockdale et al. [7] wurde 2020 in Zusammenarbeit mit der World
Health Organization (WHQO) publiziert [17]. Im Folgenden wird daher auf die Ergebnisse
dieser Metaanalyse Bezug genommen. Mit 36,9 % weist die Mongolei die hdchste nationale
anti-HDV-Pravalenz innerhalb HBsAg-positiv Getesteter auf (Abb. 1.3 (B)). Moldawien so-
wie Lander in West- und Zentralafrika sind ebenfalls hoch endemische HDV-Regionen mit
anti-HDV-Pravalenzen > 10 % [7].
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Abb. 1.3: Antikorper gegen das Hepatitis D Virus (anti-HDV)-Pravalenz in
Hepatitis B Oberflachen-Antigen (HBsAg)-Tragern

(A) Aligemeinbevolkerung. Jeder Punkt steht fiir eine Probe, wobei die Punktgrofie die Probenanzahl
und die Farbe die HDV-Seropravalenz reprasentiert. (B) Schatzungen der anti-HDV-Pravalenz in
HBsAg-Tragern der Allgemeinbevolkerung auf Landerebene. Die Farbe reprasentiert die HDV-Se-
ropravalenz (die Abbildungen (A) und (B) wurden von Stockdale et al. [7] zur Verfligung gestellt und
bearbeitet).

Durch eine sehr hohe nationale anti-HDV-Pravalenz ist auch die Inzidenz von assoziierten
Folgeerkrankungen in der Mongolei sehr hoch. Eine nationale Einschatzung von 2017 [37]
deutete eine deutlich hdhere HDV-Pravalenz als die oben aufgefluhrte Schatzung der aktu-
ellen Metaanalyse [7] an. Nach dieser Einschatzung wiesen 10,6 % der erwachsenen Po-
pulation eine HBV-Infektion auf [37]. In einer Folgestudie wurde bei 61 % der HBsAg-positiv
Getesteten eine HDV-Infektion nachgewiesen [38]. Auswertungen des nationalen Krebsre-
gisters der Mongolei [39] zeigten, dass HCC-Erkrankungen zwischen 2008 und 2012 die

am haufigsten diagnostizierte Krebsform darstellten. Das Risiko einer HCC-Erkrankung war
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in der mongolischen Bevdlkerung 4 bis zu > 25-fach hoher als in China, Amerika oder Russ-
land [39]. Baatarkhuu et al. [20] bestatigten in ihrer 2018 verdffentlichten Arbeit, dass die
Mongolei die hochste HCC-Inzidenz weltweit aufwies. In dieser Arbeit waren Malignome
die zweithaufigste Todesursache, wobei das HCC der Hauptgrund fiir einen Malignom-as-
soziierten Tod darstellte (44 % der Manner, 42 % der Frauen). Dabei waren 80 % der
HCC-Patienten mit einer HCV- oder HBV-Infektion und 14,4 % der HCC-Patienten mit einer
HCV- und HBV-Infektion assoziiert. Obwohl die Einfuhrung der HBV-Impfung seit 1991
auch in der Mongolei zu einem Rulckgang der Inzidenz flhrte, blieb die HBV-Pravalenz

zunachst hoch und HDV-Koinfektionen innerhalb der erwachsenen Population haufig [20].

Mit Einfihrung der universellen HBV-Impfung in den 1990ern ist die HDV-Pravalenz in in-
dustrialisierten Landern zwar zurtickgegangen [40], seit Anfang des 20. Jahrhunderts zeigt
sich jedoch in vielen Landern Europas kein weiterer Rickgang [41]. Coppola et al. [42] be-
schrieben die Entwicklung der anti-HDV-Pravalenz in Italien. Eine hohe anti-HDV-Pra-
valenz in chronischen HBsAg Tragern von 24,6 % wurde 1981 durch multizentrische Stu-
dien belegt. Bis zum Jahr 2000 wurde ein Rickgang auf 8,3 % beobachtet, in darauffolgen-
den Jahren ging die Pravalenz jedoch nicht weiter zurlick (Stagnation auf 9,7 % bis 12 %)
[42]. Zum einen kdnnten Immigranten aus hoch endemischen HDV-Regionen die Infektion
wieder in Lander wie Deutschland, England, Frankreich, GroRbritannien und Griechenland
eingefuhrt haben. Zum anderen scheint die Infektion durch ein vermehrtes Risikoverhalten
fir HDV-Transmissionen wie dem intravenésen Drogenkonsum in Europa ein gro3es me-
dizinisches Problem darzustellen [41, 42]. Auch in den Vereinigten Staaten scheint die
HDV-Pravalenz innerhalb der Risikogruppe von intravendsen Drogenkonsumenten relativ
hoch zu sein (HDV-Viramie in 35,6 % der HBsAg-positiven Probanden) [43].

Somit sind nach aktuellen Schatzungen HDV-Infektionen bei HBsAg-positiv Getesteten
weltweit relativ haufig und stellen trotz der Einfihrung von Impfprogrammen gegen HBV ein
gesundheitliches Problem sowohl in industrialisierten, niedrigendemischen Gebieten wie

Europa als auch in hochendemischen Gebieten wie der Mongolei dar.

1.3.2 HDV-Genotypen 1 bis 8

HDV wird in acht Genotypen klassifiziert (HDV-1 bis 8) [1]. Le Gal et al. [44] bestatigten in
ihrer Studie die Einteilung in acht Genotypen, die durch eine intergenotypische Uberein-
stimmung von bis zu > 85 % definiert sind. Karimzadeh et al. [45] stellten fest, dass HDV-3
die héchste geschatzte intergenotypische Differenz mit durchschnittlich 28,44 % zu den
restlichen HDV-Genotypen (1, 2, 4 bis 8) aufweist. Stockdale et al. [7] beschrieben die Ver-
teilung der einzelnen Genotypen weltweit. HDV-1 ist auf der ganzen Welt der weit verbrei-

tetste Genotyp mit der hochsten Pravalenz (89,9 %). Dagegen weisen HDV-2 bis 8 eine

8
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Assoziation zu geographischen Regionen auf. HDV-2 wurde gehauft in Asien, HDV-3 in
Lateinamerika (hauptsachlich im Amazonasbecken), HDV-4 in Japan und China (Taiwan),
HDV-5 in West-Afrika und HDV-6 bis 8 in Zentral-Afrika detektiert (Abb. 1.4) [7].
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Abb. 1.4: Geographische Verteilung der HDV-Genotypen 1 bis 8

Jeder Kreis steht fiir eine Probe mit bekanntem HDV-Genotyp. Die Farbe der Kreise definiert den
Genotyp. Die GroRRe des Kreises ist proportional zur Probenanzahl. Die Daten stammen aus 6ffent-
lich verfligbaren HDV-Sequenzen hinterlegt in der GenBank' und der European Nucleotide Archive
Database? (die Abbildung wurde von Stockdale et al. [7] zur Verfligung gestellt und bearbeitet,
Thttps://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/, ?http://www.ebi.ac.uk/ena).

Salpini et al. [46] fassten zusammen, dass HDV-1 bis 8 den Krankheitsverlauf unterschied-
lich beeinflussen. HDV-1 und 3 wurden meist mit schwereren Manifestationen und Auswir-
kungen der Lebererkrankung assoziiert als HDV-2 und 4. Zu HDV-5 existieren kontroverse
Daten. Im Vergleich zu HDV-1 wurde sowohl eine bessere Prognose als auch eine hohere
Zirrhoserate beschrieben [46].

Folglich wird nach dem International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) HDV in
acht Genotypen klassifiziert [1], wobei sich sowohl die geographische Verteilung [7] als
auch die klinische Manifestation der einzelnen Genotypen stark voneinander unterschei-
den [46].

Da das HDV-Genom charakterisiert ist durch eine hohe genetische Variabilitat (40 %), wo-
bei HDV-1 die hochste genetische Variabilitat (11,3 % bis 13,3 %) aufzeigt, schlugen Le
Gal et al. [44] 2017 eine Subklassifikation von HDV-1 in vier Subtypen (HDV-1a bis 1d) mit
einer intersubtypischen Differenz von bis zu 16 % vor. Karimzadeh et al. [45] bestatigten
2019 eine Subklassifikation von HDV-1, schlugen jedoch eine Klassifikation in funf Subty-
pen (HDV-1a bis 1e) mit einer intersubtypischen Differenz zwischen = 3 % und < 10 % vor.

Daruber hinaus stellten Karimzadeh et al. fest, dass HDV-1a bis 1e Subtypen bestimmten
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geographischen Regionen zugeordnet werden konnten. HDV-1a und 1b kamen in afrikani-
schen Subsahara-Regionen vor, HDV-1c in Zentral-Asien (China, Vietnam, Japan, Taiwan),
HDV-1d in der Turkei und im lran und HDV-1e in Europa [45].

Durch eine hohe genetische Variabilitdt des Virus wurden Subtypen flir mehrere Genotypen,
insbesondere fur HDV-1, vorgeschlagen [44, 45]. Dies zeigt auf, dass eine Reevaluation
der aktuellen HDV-Klassifikation dringend notwendig ist und eine international gultige Sub-
klassifikation der HDV-Genotypen 1 bis 8 durch das /ICTV geprift und eingefiihrt werden

sollte.

1.4 Therapie und Pravention

1.4.1 Pegyliertes Interferon-alpha als langjahrig etablierte
Therapie

Eine HDV-Infektion ist schwer zu behandeln, da die Therapiemdglichkeiten eingeschrankt
sind. Die klinische Leitlinie der European Association for the study of the Liver [47] empfiehlt
seit 2017 den Einsatz von pegyliertem Interferon (PEG-IFN)-a in der Therapie einer chro-
nischen HDV-Infektion. Nach dieser Leitlinie wird HDV/HBV-koinfizierten Patienten mit
kompensierter Lebererkrankung eine Therapiedauer von 48 Wochen empfohlen. Zudem
sollte bei HBV-DNA-Detektion eine zusatzliche Therapie mit Nukleos(t)id Analoga (z. B.

Adefovir, Tenofovir) in Betracht gezogen werden [47].

Der genaue Wirkmechanismus von Interferon (IFN)-a ist noch nicht vollstandig geklart. Vogt
et al. [48] fassten die bisher beschriebenen Wirkmechanismen zusammen. Das Zytokin
weist sowohl immunmodulatorische als auch antivirale Effekte auf. IFN-a induziert die Ge-
nexpression von Proteinen, die mit dem viralen Lebenszyklus interagieren. Diese Proteine
stéren den Eintritt in die Wirtszelle und die Hepatitis-B-Protein-Expression durch Interaktion
mit der cccDNA. Zudem haben sie einen inhibierenden Effekt auf die virale Genexpression,
wirken aktivierend auf den Zink-Finger induzierten RNA-Zerfall und behindern den Austritt
aus der Wirtszelle [48]. Dennoch konnte trotz direkter antiviraler Mechanismen in mehreren
in vitro Studien keine komplette Blockade der HDV-Replikation durch IFN-c induziert wer-
den [49-51].

Klinische Studien zeigten zwar einen positiven Effekt einer IFN-a-Therapie auf den klini-
schen Krankheitsverlauf [52, 53], ein virologisches Therapieansprechen, definiert als feh-
lender Nachweis der HDV-RNA, konnte jedoch nur in ca. der Halfte der Patienten beobach-

tet werden [53]. Ein anhaltendes Therapieansprechen 24 Wochen nach Therapieende
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wurde bei ca. einem Drittel der Patienten festgestellt [53, 54]. Zudem wurde in Langzeitstu-
dien eine hohe Ruickfallrate, definiert als HDV-RNA-Nachweis trotz voribergehender
HDV-RNA-Negativitat nach Therapieende, beobachtet [55, 56]. Farci et al. [52] beobachte-
ten bei Patienten unter hoch dosierter IFN-ca.-Therapie (9 Millionen Units) ein signifikant Ian-
geres Uberleben und eine Verbesserung des Aktivitats- und Fibrosegrads in Leberbiopsien.
Dennoch wurde nach Abschluss der Therapie bei allen Patienten HDV-RNA detektiert.
Auch war wahrend der Langzeit-Untersuchung HDV-RNA bei den meisten Patienten detek-
tierbar, wobei die Viruslast in der hoch-dosiert behandelten Patientengruppe signifikant ab-
nahm [52] . Bei den ,Hepatitis Delta International Intervention Trials* (HIDIT | und Il) wurden
Patienten mit PEG-IFN-a allein oder in Kombination mit Adefovir [54] bzw. Tenofovir [53]
behandelt. Ein voriibergehendes Therapieansprechen wurde bei 23 % bis 48 % der Pati-
enten beobachtet. In Folgeuntersuchungen 24 Wochen nach Therapieende wurde ein an-
haltendes Therapieansprechen bei 23 % bis 31 % der Patienten beobachtet [53, 54]. Trotz
abnehmendem Therapieansprechen nach Therapieende konnte ein verbesserter oder
stabiler Fibrose-Score im Trial HIDIT Il nachgewiesen werden [53]. In einer Folgestudien
des Trials HIDIT | beschrieben Wranke et al. [55] eine signifikante Assoziation zwischen
Patienten mit fehlendem Nachweis von HDV-RNA und einem verbesserten klinischen Ver-
lauf. Diese Folgestudie von Wranke et al. und eine weitere Folgestudie zum Trial HIDIT |
beschrieben jedoch eine Ruckfallrate bei bis zu 57 % der Patienten funf bis zehn Jahre
nach Therapieende [55, 56]. Zusatzlich zu einer hohen Ruckfallrate nach Therapieende
wurden zahlreiche Nebenwirkungen von grippeahnlichen Symptomen bis hin zu Depressi-
onen unter Therapie mit PEG-IFN-a beschrieben und flhrten teilweise zu Therapieabbru-
chen [54, 57]. Wahrend des Trials HIDIT Il wurde bei 92,5 % der Patienten mindestens eine
Nebenwirkung wahrend der Therapie mit PEG-IFN-ca. vermerkt. Bei 26 % der Patienten wur-
den schwere Nebenwirkungen wie erhdhte Transaminasen und Thrombozytopenien fest-
gestellt [53].

Auf der einen Seite wurde in klinischen Studien ein positiver Effekt auf den klinischen Ver-
lauf [52, 53, 55] und fibrotische Leberveranderungen [52, 53] nach Therapie mit
(PEG-)IFN-c beschrieben. Auf der anderen Seite wurden ein Therapieansprechen 24 Wo-
chen nach Therapieende bei nur ca. einem Drittel der Patienten [53, 54], eine hohe Ruck-
fallrate Jahre nach Therapieende [55, 56] und teilweise schwere Nebenwirkungen [53] be-
obachtet. Daher ist die Entwicklung alternativer Therapien dringend notwendig, um eine

chronische HDV-Infektion erfolgreich zu behandeln.
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1.4.2 Bulevirtid als zugelassene Therapiealternative

Bulevirtid stellt gemal dem Addendum zur S3-Leitlinie ,Antivirale Therapie der chronischen
Hepatitis-D-Virusinfektion vom Juli 2023 der Deutschen Gesellschaft fur Gastroenterologie,
Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten [58] eine neue Therapiealternative zu
PEG-IFN-a gegen HDV dar. Die European Medicine Agency (EMA) [59] hat Bulevirtid im
Juli 2020 zun&chst nur unter besonderen Bedingungen und zusétzlicher Uberwachung fir
die Dosis von 2 mg einmal taglich zugelassen. Im Juli 2023 erhielt Bulevirtid die vollstandige
Zulassung [58, 59]. Zielgruppe sind chronisch HDV-infizierte Patienten mit kompensierter
Lebererkrankung und HDV-RNA-Nachweis im Blut [16, 59].

Die Wirkweise von Bulevirtid wurde von Turon-Lagot et al. [60] zusammengefasst. Das an-
tivirale Medikament, ein myristoyliertes Peptid, blockiert den Eintritt von HDV in die Wirts-
zelle. Dieses Peptid bindet wie die preS1-Doméane der N-terminalen (aminoterminalen) Re-
gion des HBsAg spezifisch an den NTCP-Rezeptor. Da das HBsAg HDV-Virionen als Hull-
protein dient, kdnnen diese nicht mehr Uber die preS1-Domane an den Rezeptor binden

und in Hepatozyten gelangen [60].

In mehreren klinischen Studien wurde die antivirale Aktivitat von Bulevirtid sowohl als Mo-
notherapie als auch in Kombination mit Tenofovir oder Peg-IFN-a untersucht. Lampertico
et al. [61] und Degasperi et al. [62] beschrieben ein Therapieansprechen, definiert als feh-
lender Nachweis der HDV-RNA oder HDV-RNA-Abnahme um 22 Zehnerlogarith-
mus (log1o)-Stufen, bei Gber der Halfte der Patienten. Zudem stellten sie einen positiven
Effekt auf die Normalisierung des Leberwertes Alanin-Aminotransferase (ALT) und den Fib-
rosegrad der Leber fest [61, 62]. Andererseits beschrieben Lampertico et al. [61] auch eine
hohe Ruckfallrate, definiert als erneuter Anstieg der HDV-RNA nach Therapieende trotz
voribergehendem Therapieansprechen. Nachfolgend werden die von Lampertico et al. [61]
zusammengefassten Ergebnisse der Phase Il und Il Studien beschrieben. Die Phase Il
Studie MYR 202 zeigte unter einer Kombinationstherapie aus Bulevirtid in verschiedenen
Dosierungen (2 mg, 5 mg, 10 mg téglich) und Tenofovir ein dosisabhangiges Therapiean-
sprechen bei 50 % bis 77 % der Patienten nach einer Therapiedauer von 24 Wochen. Eine
Normalisierung der ALT-Werte wurde bei 40 % bis 50 % der Patienten festgestellt. Trotz
des voribergehenden Therapieansprechens wurde in einer Nachuntersuchung 24 Wochen
nach Therapieende bei 60 % bis 83 % dieser Patienten erneut ein Anstieg der HDV-RNA
detektiert. Die Phase Il Studie MYR 203 untersuchte das Therapieansprechen und die
ALT-Normalisierung unter Monotherapie mit Bulevirtid oder PEG-IFN-c. im Vergleich zur
Kombinationstherapie mit Bulervirtid und PEG-IFN-c.. HDV-RNA war bei 53 % der Patien-
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ten unter der Kombinationstherapie von 2 mg Bulevirtid und PEG-IFN-a nach einer Thera-
piedauer von 48 Wochen nicht detektierbar. Eine Normalisierung der ALT-Werte wurde bei
59 % der Patienten festgestellt. Sowohl ein deutlich niedrigeres Therapieansprechen als
auch eine deutlich geringere ALT-Normalisierungsrate wurden bei Patienten unter Mono-
therapie mit Bulevirtid oder PEG-IFN-a beschrieben. In den klinischen Studien MYR202
und MYR203 wurde Bulevirtid gut vertragen. Die meisten beschriebenen schwachen bzw.
moderaten Nebenwirkungen waren Midigkeit, Ubelkeit, Kopfschmerzen und Schwindel,
Leuko- und Thrombozytopenie. Wahrend der Therapie wurde als haufigste Nebenwirkung
eine dosisabhangige, asymptomatische Erhéhung der Gallensauren festgestellt. Keine
schweren Nebenwirkungen wurden beschrieben und kein Patient brach die Therapie auf-
grund von Nebenwirkungen ab. Die Phase Il Studie MYR204 zeigte unter der Monotherapie
mit Bulevirtid 10 mg bei 72 % der Patienten ein HDV-RNA-Abnahme um = 2 logo-Stufen
nach einer Therapiedauer von 96 Wochen. Eine Normalisierung der ALT-Werte wurde bei
64 % der Patienten festgestellt [61]. Eine alleinige Therapie mit Bulevirtid wurde ebenfalls
in der noch nicht abgeschlossenen Phase Il Langzeitstudie MYR-301 [63] untersucht. Vor-
laufige Daten zeigten eine HDV-RNA-Abnahme um 2 2 log1o-Stufen oder einen fehlenden
Nachweis von HDV-RNA nach 48 Wochen bei 71 % und 76 % der Patienten unter der Mo-
notherapie mit Bulevirtid 2 mg und 10 mg. Die Normalisierung der ALT-Werte lag bei 51
und 56 % unter der Therapie mit 2 mg und 10 mg Bulevirtid [63].

Degasperi et al. [62] fassten in einem systematischen Ubersichtsartikel die Ergebnisse ak-
tueller Studien aus Frankreich, Osterreich, Deutschland und ltalien zur Wirksamkeit der
Monotherapie mit 2 mg Bulevirtid zusammen. In einer multizentrischen franzésischen Ko-
horte wurde nach 48 Wochen ein Therapieansprechen von 70 % und eine Normalisierung
der ALT-Werte von 61 % beschreiben. In einer dsterreichischen Studie wurde nach eben-
falls 48 Wochen ein Therapieansprechen von 65 % und eine Normalisierung der ALT-Werte
von 90 % festgestellt. In einer multizentrischen deutschen Studie wurde nach 24 Wochen
ein Therapieansprechen von 42 % und eine Normalisierung der ALT-Werte von 51 % be-
schrieben. Bei den untersuchten Patienten verbesserte sich der Fibrosegrad durch die The-
rapie mit Bulevirtid signifikant. In einer italienischen Studie wurde nach 48 Wochen ein The-
rapieansprechen von 78 % und eine Normalisierung der ALT-Werte von 83 % festgestellt.
Wie in der deutschen Kohorte wurde bei den untersuchten Patienten eine signifikante Ab-

nahme der Lebersteifigkeit beschrieben [62].

Somit scheint das bereits genehmigte Bulevitid [16, 59] eine vielversprechende, gut ver-
tragliche Therapiealternative mit milden bis moderaten Nebenwirkungen [61] zu sein. Bei
einem Grolfteil der Studien zeigten mehr als die Halfte der Patienten ein Therapieanspre-

chen sowohl unter der Monotherapie mit Bulevirtid als auch unter Kombinationstherapien
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mit Tenofovir oder PEG-IFN-a.. Neben einer beschriebenen HDV-RNA-Abnahme konnte in
klinischen Studien auch eine ALT-Normalisierung und eine Verbesserung des Fibrosegrads
festgestellt werden [61, 62]. Andererseits wurde eine hohe Ruckfallrate in einer Folgeunter-
suchung zur Kombinationstherapie von Bulevirtid und Tenofovir beschrieben [61]. Studien
zur Monotherapie mit Bulevirtid zeigten, dass eine langere Therapiedauer (48 Wochen) ein
héheres Therapieansprechen und eine héhere Normalisierungsrate der ALT-Werte aufwies
als eine kurzere Therapiedauer (24 Wochen) [62]. Weitere Langzeitstudien sind erforderlich,
um ideale Dosierungen, die Dauer der Therapie und die Kombination mit anderen verflg-

baren Praparaten zu ermitteln.

1.4.3 Neue Wirkstoffe als potenzielle Therapiealternativen

Die Entwicklung antiviraler Wirkstoffe ist eingeschrankt, da HDV nur ein virales Protein ex-
primiert und auf Enzyme der Wirtszelle angewiesen ist [60]. Deshalb werden aktuell neben
Bulevirtid drei weitere Wirkstoffe gepruft, die Proteine der Wirtszelle modellieren. Die klini-
schen Studien (Phase Il und lll) dieser Wirkstoffe wurden von Turon-Lagot et al. [60] zu-

sammengefasst und werden nachfolgend beschrieben.

Pegyliertes Interferon-A wirkt als Immunmodulator ahnlich wie IFN-a.. Da der Rezeptor von
Interferon-A im Vergleich zum Rezeptor von IFN-a nicht ubiquitér exprimiert wird, wurden
weniger und mildere Nebenwirkungen beschrieben. Deshalb scheint eine PEG-IFN-A-Mo-
notherapie durch das glnstigere Nebenwirkungsspektrum eine gute Therapiealternative zu
PEG-IFN-a zu sein, auch wenn eine HDV-RNA Abnahme von mindesten 2 log1o-Stufen nur
in 50 % der Patienten beobachtet wurde [60].

Lonafarnib ist ein Farnesyltransferase Inhibitor und blockiert das Entstehen infektiéser Viri-
one. Das L-HDAg wird post-translational von der Farnesyltransferase der Wirtszellen mo-
difiziert. Diese Modifikation bewirkt eine Interaktion des L-HDAg mit HBsAg im endoplas-
matischen Retikulum zur Umhdallung der Virione. In vier Phase Il Studien (LOWR-HDV-1
bis LOWR-HDV-4) wurde die Wirksamkeit der Zweifachkombination Lonafarnib und Ritona-
vir untersucht. Ritonavir agiert als Inhibitor des Lonafarnib Metabolismus und erhéht somit
den Effekt des Wirkstoffes [60]. In einer Phase lla Studie [64] wurde die Wirksamkeit der
Dreifachkombination Lonafarnib, Ritonavir und PEG-IFN-A-1a untersucht. Wahrend der
24-wdchigen Therapie wurde bei fast allen Patienten (96 %) eine HDV-RNA-Abnahme gro-
Rer 2 logio-Stufen beobachtet. Bei > 50 % der Patienten konnte keine HDV-RNA nachge-
wiesen werden bzw. HDV-RNA war unter der Quantifizierungsgrenze. Die Dreifachkombi-
nation zeigte ein grof3eres Therapieansprechen als die Zweifachkombination mit milden bis
moderaten Nebenwirkungen, haufig den Gastrointestinaltrakt betreffend [64]. Die klinische
Phase Il Studie D-LIVR [65] untersuchte die Dreifachkombination Lonafarnib, Ritonavir und
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PEG-IFN-a-2a. Die Dreifachkombination zeigte mit 19 % ein hdheres Therapieansprechen,
definiert als HDV-RNA-Abnahme um mehr als 2 log1o-Stufen und ALT-Normalisierung, als
die Placebo-Gruppe (2 %), die Zweifachkombiation mit Lonafarnib und Ritonavir (10 %)
oder die Monotherapie mit PEG-IFN-a-2a (10 %) [65]. Auch 24 Wochen spater war ein an-
haltendes Therapieansprechen in der Gruppe der Dreifachkombination mit 29 % hoher als
in der Placebo-Gruppe (0 %), der Gruppe der Zweifachkombination (16 %) oder der Gruppe
der Monotherapie (15 %). Daruber hinaus wurde in der Gruppe der Dreifachkombination
bei 53 % der Patienten eine Verbesserung der inflammatorischen Aktivitdt ohne Ver-

schlechterung der Fibrose histologisch nachgewiesen [66].

Nukleinsaurepolymere (z. B. REP2139) zeigen eine antivirale Aktivitat, wobei der Wirkme-
chanismus nicht vollstandig geklart ist. Es wird vermutet, dass sie das virale Eindringen in
die Wirtszelle und die HBsAg Sekretion hemmen [60]. Turon-Lagot et al. [60] fassten die
Ergebnisse einer klinischen Studie zusammen, in der HBV/HDV-koinfizierte Patienten mit
REP2139 und PEG-IFN-a-2a behandelt wurden. Trotz schwerer Nebenwirkungen (schwere
Thrombozytopenie, hohe ALT- und Aspartat-Aminotransferase-Konzentrationen) war bei
75 % der Patienten am Ende der Therapie keine HDV-RNA nachweisbar. Zwei bis drei
Jahre spéater zeigten diese Patienten weiterhin eine HDV-RNA-Abnahme von 2 log1o-Stufen
auf, bei 58 % dieser Patienten war keine HDV-RNA nachweisbar und sie zeigten niedrige
bis nicht detektierbare HBsAg-Konzentrationen auf [60]. Eine aktuelle Studie [67] bestatigte
vermutete Wirkmechanismen. REP2139-Ca hemmte sowohl die HBsAg Produktion als
auch die HDV-Replikation [67].

Zusammengefasst werden aktuell drei neue Wirkstoffe in Phase Il und Il Studien getestet.
Das Therapieansprechen einer Monotherapie dieser Stoffe scheint teilweise limitiert und
milde bis sehr schwere Nebenwirkungen wurden beschrieben [60]. Daten einer Studie mit
Lonafarnib zeigen ein hdheres Therapieansprechen der Dreifachkombination (Lonafarnib,
Ritonavir, PEG-IFN-a-2a) im Vergleich zur Zweiwachkombination (Lonafarnib, Ritonavir)
oder Monotherapie (PEG-IFN-a-2a) [66]. Langzeitstudien sind notwendig, um ein anhalten-
des Therapieansprechen [66] und eine gegebenenfalls auftretende Ruickfallrate zu beurtei-

len.
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1.4.4 HBV-Impfung als praventive MaBRnahme

Wie bereits erwahnt, existiert gegen HBV eine wirksame Impfung [68], die auch praventiv
gegen eine HDV-Infektion schitzen kann. Die WHO empfiehlt seit 1992 die HBV-Impfung
als Bestandteil des Impfprogramms in allen Landern [69]. Seit 1995 empfiehlt auch die
Standigen Impfkommission des Robert-Koch-Instituts die HBV-Impfung als Standardimp-
fung fur alle Sauglinge und Kleinkinder [68, 69]. In der Mongolei wurde die HBV-Impfung
1991 eingefihrt, jedoch war die Wirksamkeit des Impfprogramms von Anfang bis Mitte der
1990er Jahre begrenzt. Die begrenzte Wirksamkeit war unter anderem auf das Einfrieren
des Impfstoffs im Winter wahrend des Transports in landliche Gebiete und auf eine niedrige

Durchimpfungsrate zurtickzufihren [70].

Als Schlussfolgerung zeigen bereits zugelassene oder noch in Phase Il und Il Studien be-
findliche Wirkstoffe bisher keine zufriedenstellenden Therapiemdglichkeiten zur Behand-
lung von HDV. Limitierende Faktoren der langjahrig etablierten Therapie mit PEG-IFN-a
sind ein niedriges Therapieansprechen [53, 54], schwere Nebenwirkungen [53] und eine
hohe Ruckfallrate nach Therapieende [55, 56]. Eine Therapiealternative ist Bulevirtid, das
im Juli 2023 von der EMA zugelassen wurde [16, 59]. Klinische Studien zeigten ein deutlich
hoheres Therapieansprechen [61, 62] und mildere Nebenwirkungen [61] im Vergleich zur
PEG-IFN-a-Monotherapie ohne Bulevirtid. Dennoch wurde in einer Nachuntersuchung eine
hohe Rickfallrate festgestellt [61], ahnlich wie bei der PEG-IFN-a-Monotherapie ohne Bu-
levirtid. Drei weitere neue Wirkstoffe werden aktuell in Phase Il und Ill Studien getestet.
Limitierende Faktoren einer Monotherapie sind wie bei PEG-IFN-a ein niedriges Therapie-
ansprechen und das Auftreten von milden bis sehr schweren Nebenwirkungen [60]. Trotz
Einfuhrung der HBV-Impfung im Jahr 1991 weist die Mongolei nach wie vor weltweit die
héchste nationale anti-HDV-Pravalenz auf [7]. Somit sind sowohl praventive als auch the-
rapeutische Malinahmen erforderlich, um HBV/HDV-Infektionen weiter zu reduzieren. Neue
Therapieoptionen fir bereits etablierte, chronische HBV/HDV-Infektion werden dringend

bendtigt, insbesondere in hochendemischen Landern wie der Mongolei.

1.5 Virale Anpassungsmechanismen an das

Immunsystem

Zur Untersuchung mdglicher Anpassungsmechanismen von HDV an das Immunsystem
wird im Folgenden die Immunabwehr von Krankheiten beschrieben. Das Immunsystem
schitzt den menschlichen Organismus vor Krankheitserregern und Toxinen durch verschie-
dene Effektorzellen und spezifische Molekile. Die Abwehr von Krankheiten besteht aus

zwei Immunantworten und wird im Lehrbuch ,Immunologie” von Murphy und Weaver [71]
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ausfuhrlich beschrieben. Die angeborene Immunantwort ist die erste Reaktion zur unspe-
zifischen Beseitigung von pathogenen Erregern. Die adaptive Immunantwort wird erst nach
einigen Tagen aktiviert zur spezifischen Beseitigung pathogener Erreger. Sie wird auch er-
worbene Immunantwort genannt, da sie sich im Laufe des Lebens als Anpassung an eine
Infektion mit einem spezifischen Erreger entwickelt [71]. Bei chronischen HDV-Infektionen
koénnte eine Evasion vor der adaptiven Immunantwort zur Viruspersistenz beitragen. Daher

sind die Wirkmechanismen der adaptiven Immunantwort von Interesse.

1.5.1 Bedeutung und Wirkweise von CD8" T-Zellen der

adaptiven Immunantwort

Zwei Gruppen von Lymphozyten bilden die Effektorzellen der adaptiven Immunantwort.
B-Lymphozyten (B-Zellen) produzieren Antikorper. Dies sind Proteine, die an Antigene bin-
den und dadurch neutralisieren oder fir andere Immunzellen markieren (opsonieren). Als
Antigene werden alle Substanzen bezeichnet, die vom adaptiven Immunsystem erkannt
werden (z. B. Proteine, Glykoproteine und Polysaccharide von Krankheitserregern). Nur ein
kleiner Teil der molekularen Struktur eines Antigenmolekiils, die sogenannte Antigendeter-
minante oder Epitop, wird von einem Antigenrezeptor oder Antikdrper erkannt. T-Lympho-
zyten (T-Zellen) werden durch Bindung von Antigenen an ihre Rezeptoren aktiviert. Nach
Aktivierung proliferieren und differenzieren T-Zellen zu verschiedenen Typen von T-Ef-
fektorlymphozyten. Cytotoxische T-Zellen, auch CD8" T-Zellen genannt, kdnnen Antigene
auf Zellen, die von intrazellularen Krankheitserregern infiziert sind, als fremd erkennen und

daraufhin infizierte Zellen abtéten [71].

Abgebaute Proteine von intrazelluldren Krankheitserregern wie Viren werden an der Ober-
flache der infizierten Zelle als Peptidepitope durch Bindung an spezielle Glykoproteine,
MHC-Molekile, prasentiert. Kodiert werden die Glykoproteine von einer Gruppe hoch poly-
morpher Gene, die Haupthistokompabilitditskomplex (major histocompatibility complex,
MHC) oder beim Menschen Humane Leukozyten Antigen Gene (HLA-Gene) genannt wer-
den. Zwei Arten von MHC-Molekilen werden unterschieden, MHC-Klasse | und
MHC-Klasse Il. Menschen besitzen drei HLA-Gene, HLA-A, -B, -C, die flr
MHC-Klasse-I-Molekdle codieren. CD8, ein Protein auf der Zelloberflache von T-Zellen, er-
kennt eine Region im MHC-Klasse-I-Protein. Dadurch kénnen CD8" T-Zellen nur Peptide
gebunden an MHC-Klasse-I-Molekulen erkennen (Abb. 1.5). Da das MHC-Klasse-I-Molekl
von fast allen Kérperzellen exprimiert wird, spielt es eine zentrale Rolle bei der Abwehr von
Virusinfektion [71].
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Abb. 1.5: Antigenerkennung von cytotoxischen CD8* T-Zellen

Eine virusinfizierte Zelle prasentiert abgebaute intrazellulare Proteine (Peptide, roter Kreis) gebun-
den an MHC-Klasse-I-Molekiile (orange) an ihrer Oberflache. Cytotoxische T-Zellen tragen CD8
(dunkelblau) und erkennen somit Peptide, die an MHC-Klasse-I-Molekiile gebunden sind. Nach Er-
kennung des MHC-Klasse-I-Molekil/Peptid-Komplexes totet die antigenspezifische cytotoxische
CD8* T-Zelle die virusinfizierte Zelle ab (in Anlehnung an Murphy et al. (S.37) [71]).

1.5.2 Bedeutung viraler Sequenzpolymorphismen

CD8" T-Zellen spielen eine zentrale Rolle bei der HLA-Klasse |-assoziierten Immunantwort
gegen chronische Infektionen. Mutationen in Epitopen, die von MHC-Klasse-I-Molekilen
prasentiert werden, kénnen durch verschiedene Mechanismen eine CD8" T-Zell-Erkennung
storen und zur Immunevasion eines intrazellularen Pathogens fuhren. Die verschiedenen
Mechanismen wurden von Timm et al. [72] zusammengefasst und werden im Folgenden
beschrieben. Der haufigste Mechanismus einer Immunevasion von HIV scheinen Mutatio-
nen in Ankerregionen von Epitopen zu sein. Diese fuhren zu einer eingeschrankten Bindung
des Epitops zum MHC-Klasse-I-Molekil und somit zu einem instabilen MHC-Klasse-I/Pep-
tid-Komplex. Einen zweiten moglichen Mechanismus scheinen Aminosauresubstitutionen
innerhalb der Bindungsstelle des MHC-Klasse-I/Peptid-Komplexes flir den T-Zell-Rezeptor
zu bilden. Zwar wird die Variante des Epitops noch von MHC-Klasse-I-Molekilen prasen-
tiert, die Bindung des T-Zell-Rezeptors ist jedoch gestort. Ein dritter Mechanismus konnte
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eine virale Evasion durch eingeschrankte Prozessierungen von CD8" T-Zellepitopen be-
gunstigen. Substitutionen innerhalb eines HCV-Epitops wurden beschrieben, die durch Ver-
anderungen des proteosomalen Epitopabbaus zu einer gestdrten endogenen Prozessie-
rung fihren [72]. Dartber hinaus zeigten mehrere Studien, dass Mutationen in flankieren-
den Regionen von CD8" T-Zellepitopen die Antigenprozessierung stéren und zu einer Im-
munevasion von HIV [73, 74] und HCV [75-77] fuhren.

Zusammenfassend scheinen mutierte Pathogene durch verschiedene Mechanismen die
CD8" T-Zell-Erkennung zu stéren und kénnen dadurch nicht mehr effizient vom adaptiven
Immunsystem eliminiert werden. Folglich entsteht eine kontinuierliche Anpassung an einen

HLA-Klasse l-assoziierten Selektionsdruck.

1.5.2.1 Kontinuierliche Anpassung chronischer Virusinfektionen
an einen HLA-Klasse l-assoziierten Selektionsdruck

Eine kontinuierliche Anpassung an einen HLA-Klasse |-assoziierten Selektionsdruck wurde
in chronischen Virusinfektionen mit den drei Pathogenen HBV [78], HCV [76, 79] und HIV
[80-82] beschrieben. Erstens wurden Substitutionen in CD8" T-Zellepitopen des HBV Core
Proteins in chronisch HBV-infizierten Patienten detektiert, die unter Selektionsdruck mit ver-
schiedenen HLA-Klasse I-Allelen assoziiert waren. Als Evidenz fur immunevasive Eigen-
schaften zeigten diese Sequenzvarianten mit Aminosauresubstitutionen eine geringere Er-
kennung durch HBV-spezifische CD8* T-Zellen als Prototyp Sequenzen [78]. Zweitens
wurde in Patienten mit einer akuten HCV-Infektion eine gestorte CD8" T-Zell-Antwort durch
Expression von Sequenzvarianten in einem Zielepitop beschrieben [76]. HCV adaptiert an
einen CD8" T-Zelldruck durch Selektion von Sequenzvarianten und scheint der adaptiven
Immunantwort zu entkommen [79]. Drittens konnten autologe T-Zellen virale Sequenzvari-
anten in HIV-seropositiven Patienten teilweise nicht erkennen [81]. AuRerdem wurden Mu-
tationen in HLA-B*27 restriktiven Epitopen detektiert, die mit einer Evasion vor der

CD8" T-Zell-Antwort und Progression der Erkrankung zu AIDS assoziiert waren [80].

Als Schlussfolgerung wurde eine kontinuierliche Anpassung an einen HLA-Klasse |-asso-
ziierten Selektionsdruck in Form von viralen Sequenzpolymorphismen in chronischen Vi-
rusinfektionen (HBV, HCV, HIV) bereits detektiert. Dabei kann die Evasion vor der adapti-
ven Immunantwort die Folge einer gestérten Erkennung viraler Sequenzpolymorphismen

von CD8" T-Zellen sein.

19



Einleitung

1.5.2.2 HDV-Sequenzpolymorphismen als Zeichen fur eine
Evasion vor der HLA-Klasse l-assoziierten Inmunantwort

Eine CD8" T-Zell-Antwort scheint auch eine zentrale Rolle bei der HLA-Klasse l-assoziier-
ten Immunantwort gegen HDV zu spielen. In Impfstudien mit Versuchstieren konnte eine
CD8" T-Zell-Antwort zwar induziert werden, trotzdem wurde keine ausreichende Verhinde-
rung der HDV-Ausbreitung in chronischen HBV-Tragern beobachtet [83]. Eine kontinuierli-
che Anpassung an einen HLA-Klasse l|-assoziierten Selektionsdruck kénnte auch bei HDV
wie bei anderen chronischen Virusinfektionen zu einer Evasion vor der adaptiven Immun-
antwort fllhren. Um Mutationen in CD8" T-Zellepitopen als Evidenz fiir eine Immunevasion
zu identifizieren, wurde die adaptive Immunantwort in HBV/HDV-infizierten Patienten cha-
rakterisiert. Einige Studien haben bereits HDV-spezifische CD8" T-Zellepitope detektiert.
Huang et al. [84] beschrieben zwei HLA-A*02 restriktive HDV-spezifische CD8* T-Zel-
lepitope in transgenischen Mausen und Patienten mit einer chronischen HDV-Infektion
ohne aktive Erkrankung. Jedoch konnten diese Epitope nicht in Patienten mit einer chroni-
schen HDV-Infektion und aktiver Replikation detektiert werden [84]. Schirdewahn et al. [85]
beschrieben ein verfrihtes Altern und eine gestdrte Funktionalitdt von T-Zellen in HDV-in-
fizierten Patienten als Zeichen einer Immunerschoépfung und Stérung der Effizienz von
HDV-spezifischen CD8" T-Zellen. Karimzadeh et al. [86] identifizierten zwei Substitutionen
lokalisiert in zwei Uberlappenden CD8" T-Zellepitopen in chronisch HDV-infizierten-,
HLA-B*27-positiven Patienten. Nach Stimulation mit den identifizierten Peptidvarianten
wurde keine Interferon-y Produktion als Zeichen einer T-Zell-Antwort detektiert. Strukturelle
in silico Analysen zeigten, dass die beiden Substitutionen strukturelle und elektrostatische
Veranderungen in der T-Zell-Bindungsstelle von HDV-spezifischen CD8" T-Zellepitopen
ausldsen als mogliche Ursache der ausbleibenden T-Zell-Antwort [86]. Eine Folgestudie
von Karimzadeh et al. [87] identifizierte fUnf Sequenzpolymorphismen assoziiert mit den
HLA-Klasse I-Allelen B*15, B*18, B*37 und B*41, die zu vorhergesagten CD8" T-Zell-Bin-
demotiven korrespondierten. Diese Sequenzpolymorphismen wurden von isolierten
CD8" T-Zellen nur partiell erkannt [87].

Aus dem dargestellten Stand des Wissens kann geschlossen werden, dass virusspezifi-
sche CD8" T-Zellen eine wichtige Rolle in der adaptiven Immunantwort gegen eine HDV-In-
fektion spielen. Einige Studien haben bereits Sequenzpolymorphismen in HDV-spezifi-
schen CD8" T-Zellepitope detektiert und eine eingeschrankte T-Zell-Antwort beobachtet.
Trotzdem ist noch wenig bekannt Uber die Selektion viraler Sequenzpolymorphismen und

das Ausmal der Immunevasion in Patienten mit einer chronischen HDV-Infektion.
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Wie einleitend dargelegt, weist die Mongolei weltweit die hochste HDV-Pravalenz auf, wo-
bei Uber die molekulare Epidemiologie und ihre Einflussfaktoren noch wenig bekannt ist.
Das HDV-Genom ist charakterisiert durch eine hohe genetische Variabilitat. Daher wurden
Subtypen fir mehrere Genotypen, insbesondere flir HDV-1, vorgeschlagen. Mégliche Ein-
flussfaktoren der Sequenzvariabilitdt konnten Anpassungsmechanismen an das adaptive
Immunsystem sein. HDV-spezifische CD8" T-Zellen spielen eine zentrale Rolle bei der
adaptiven Immunantwort. Eine Selektion viraler Varianten in Zielepitopen in Patienten mit
einer chronischen HBV/HDV-Infektion wurde bereits beschrieben und kénnte zur Virus-

persistenz beitragen und somit die Evolution von HDV beeinflussen.

In dieser Arbeit wird die groRe mongolische Patientenkohorte HepMongolia auf
HBV/HDV-Pravalenz und Sequenzvariabilitdt von HDV untersucht. Zudem wird geprtift, ob
Probanden mit einer chronischen HBV/HDV-Infektion eine kontinuierliche Anpassung an
einen HLA-Klasse |-assoziierten Selektionsdruck aufzeigen. Zunachst werden phylogene-
tische Analysen mit mongolischen HDV-Sequenzen durchgefuhrt. Dann wird gepruft, ob ein
statistischer Zusammenhang zwischen viralen  Sequenzpolymorphismen und
HLA-Klasse |-Molekilen (HLA-footprints) besteht. Dafir werden Serumproben
anti-HDV-positiver Probanden charakterisiert, sequenziert, phylogenetische Baume mit Re-
ferenzsequenzen erstellt und die HLA-Klasse I-Allele bestimmt. Danach werden Uberlap-
pende Epitope flir Positionen der HLA-footprints, die von relevanten HLA-Klasse |-Molek-
len prasentiert werden, Uber die HLA-Klasse I-Bindungs-Algorithmen der Immune Epitope
Database (IEDB) vorhergesagt. Ziel ist die molekulare Epidemiologie von HDV in der Mon-
golei zu charakterisieren und mdgliche Einflussfaktoren wie Immunevasionsvarianten zu
identifizieren. Somit soll gezeigt werden, dass Probanden mit bestimmten HLA-Typen an
verschiedenen Positionen einen Sequenzpolymorphismus als Evidenz fur eine Evasion vor

der HLA-Klasse I|-assoziierten, adaptiven Immunantwort aufzeigen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 HDV-Serumproben

Alle verwendeten HDV-infizierten Serumproben der HepMongolia-Kohorte wurden
bei -20 °C eingefroren und gelagert. Die Kohorte wurde durch eine Kollaboration mit dem
Department of Microbiology and Infection Prevention and Control der Mongolian National
University of Medical Sciences (Ulaanbaatar) am Institut fir Virologie des Universitatsklini-
kums Dusseldorf (UKD) etabliert und gemeinsam analysiert. Die HepMongolia-Kohorte be-
steht insgesamt aus einer Anzahl von n =1310 Serumproben mit einer ausreichenden
Menge an Serum fur die serologische Bestimmung von Infektionsmarkern. Die Proben wur-
den von unseren mongolischen Kooperationspartnern zwischen 2018 und 2019 gesammelt
und stammen aus zwolf Regionen der Mongolei. Diese befinden sich 400 km bis 1400 km
westlich der Hauptstadt Ulaanbaatar. Zudem stammen einige Proben aus einem sudéstlich

gelegenen Verwaltungsbezirk.

Von den Studienteiinehmenden waren 57,10 % (n =748) weiblich, 42,82 % (n =561)
mannlich. Bei einem Studienteilnehmenden wurde keine Angabe zum Geschlecht gemacht.
Bei bis auf vier Probanden wurde eine Angabe zum Alter gemacht. Das mediane Alter der
Kohorte lag bei 44 Jahren (Bandbreite 18 bis 86 Jahre).
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2.1.2 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 1 aufgelistet.

Tabelle 1: Chemikalien aufgefiihrt mit Namen und Herstellerangaben

Name Hersteller

Life Technologies Corporation, Applied
Nuclease-free water,

Biosystems by Thermo Fisher Scientific Inc.,
2x RT'-PCR-Puffer

Waltham, USA
New England Biolabs, Frankfurt am Main,

RNase? Inhibitor, Murine
Deutschland

Ethanol absolut 2,5 | Emparta ACS Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland
DNA-Ladepuffer (6x) Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
GroRenmarker Gene Ruler 1 kb® Plus DNA _.
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
Standard
Gibco by Life Technologies, Thermo Fisher
DPBS* (1X)
Scientific Inc., Waltham, USA
Steriles Wasser 10 ml Polyethylenampulle Fresenius Kabi Deutschland GmbH,
Ampuwa Bad Homburg, Deutschland
Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf,
LE Agarose

Deutschland
Carl Roth GmbH+Col KG, Karlsruhe,

Deutschland

Ethidiumbromid 0,025 %

TBE®-Puffer (10x konzentriert) Sigma-Adlrich Life Science, St. Louis, USA
Bio-Budget Technologies GmbH, Krefeld,

dNTPs®
Deutschland

'Reversetranskriptase (RT), Ribonuklease (RNase), *Kilobase (kb), “Dulbecco’s Phosphate Buffe-
red Saline (DPBS), STris-Borat-Ethylendiamintetraacetat (TBE), ®Desoxyribonukleotidtriphosphate
(dNTPs).

2.1.3 Verwendete Kits

Far die RNA-Extraktion und Aufreinigung der Polymerase Chain Reaction (PCR)-Produkte
wurden das EZ1 Virus Mini Kit v2.0 (48), das QIAquick PCR Purification Kit (250) und das
QlAamp Viral RNA Mini Kit (250) der Firma Qiagen aus Hilden (Deutschland) verwendet.

Fur die Semi-nested-PCR wurde das SuperScript Ill Reverse Transcriptase Kit von Life
Technologies Corporation, Invitrogen by Thermo Fisher Scientific Inc., aus Waltham (USA)

verwendet.
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2.1.4 Oligonukleotide

Folgende Primer wurden von Eurofins Genomics und der biomers.net GmbH (UIm,
Deutschland) synthetisiert und sind in Tabelle 2 aufgelistet. Lyophilisierte Primer wurden in
sterilem bzw. Nuklease freiem Wasser mit einer Konzentration von 100 pmol/ul gelést und
bei -20 °C gelagert. Bei der Herstellung nutzt Eurofins Genomics die High purity salt free
(HPSF) Aufreinigung fir Standard PCR-Versuche. Die Primer HDV-1674R, HDV-912F und
HDV-339R wurden von Eurofins Genomics mit der High performance liquid chromato-
graphy (HPLC) aufgereinigt und zusatzlich als optimierte Sequenzier-Primer verwendet.
AuRerdem erfolgte die Sequenzierung mit dem Primer HDV-1419-Seq-F von biomers.net
GmbH.

Tabelle 2: Primer der Real-time PCR, Semi-nested-PCR und der Sequenzierung
Oligoname' Oligonukleotidsequenz? 5 - 3 Lange
[bp’]
HDV-912F GAGATGCCATGCCGACCCGAAGAG 24
HDV-891F AGGTCGGACCGCGAGGAGGT 20
HDV-1674R AGAAAAGAGTAAGAGYACTGAGG 23
HDV-339R GCTGAAGGGGTCCTCTGGAGGTG 23
HDV-771R CGGTCCCCTCGGAATGTTG 19
HDV-Fwd-1 TGGACGTKCGTCCTCCT 17
HDV-Fwd-2 TGGACGTCTGTCCTCCTT 18
HDV-Rev TCTTCGGGTCGGCATGG 17
Delta-P ATGCCCAGGTCGGAC 15
HDV-1419-Seqg-F TTCTTTCCGAGAATTCCTTTGA 22

'Der Zusatz R bzw. Rev im Oligoname steht fiir Reverse. Der Zusatz F bzw. Fwd steht fiir Forward.
2Die Oligonukleotidsequenz ist mittels Abklrzungen der Nukleinbasen angegeben, Adenin (A), Thy-
min (T), Guanin (G) und Cytosin (C). *ProduktgroRen sind in Basenpaaren (bp) angegeben.

2.1.5 Plasmid

Ein Plasmid mit der Sequenz des HDV-Genoms wurde von Eurofins Genomics bezogen, in
sterilem bzw. nukleasefreiem Wasser mit einer Konzentration von 10° Kopien/ul gelést und

bei -20 °C eingefroren.

2.1.6 1st International Standard fur HDV-RNA

Der erste internationale HDV-RNA-Standard der WHO mit 575000 International Units/ml
(IU/ml) far Nucleic Acid Amplification Techniques-based Assays stammt vom Paul-Ehr-
lich-Institut. Der lyophilisierte Standard wurde in 0,5 ml sterilem, nukleasefreiem Wasser

geldst und bei -20 °C gelagert.
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2.1.7 Enzyme

Alle verwendeten Enzyme sind in Tabelle 3 aufgelistet.

Tabelle 3:

Enzyme aufgefiihrt mit Namen und Herstellerangaben

Name

Hersteller

GoTaq' G2 Hot Start Polymerase

Promega Corporation, Fitchburg, USA

AgPath-ID One-step RT?-PCR Kit

Life Technologies Austin, Applied Biosystems
by Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, USA

"Thermus aquaticus, 2Reverse Transkriptase (RT).

2.1.8 Sonstige Materialien

Alle sonstigen verwendeten Materialien sind in Tabelle 4 aufgelistet.

Tabelle 4:

Sonstige Materialien aufgefiihrt mit Namen und Herstellerangaben

Name

Hersteller

Tip One Pipettenspitzen mit Filter 10 pl,
10/20 pl, 20 pl, 200 pl, 1000 pl

Starlab International GmbH, Hamburg,

Deutschland

PCR Tube Strips 0,2 ml

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

MicroAmp Fast 96-Well Reaction Plate
(0,1 ml),
MicroAmp Optical 8-Cap Strip,
MicroAmp Fast Reaction Tubes
(8 Tubes/Strip)

Applied biosystems by life technologies,
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

SafeSeal micro tube 1,5 ml

Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht,

Deutschland

15 ml, 5 Oml Cellstar Polypropylen Réhrchen

Greiner Bio-One International GmbH

Kremsmiinster, Osterreich

50 ml Reagent Reservoir
Polystrene 5/Bag, 200/Case Sterile

Corning Inc., Corning, USA
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2.1.9 Gerate

Alle verwendeten Geréate sind in Tabelle 5 aufgelistet.

Tabelle 5: Verwendete Gerate aufgefiihrt mit Geratetyp, Namen und Herstellerangaben
Geratetyp Name Hersteller
EZ1 Advanced XL, ) )
Extraktionsautomat Qiagen, Hilden, Deutschland

EZ1 Advanced

Real-Time PCR-System

QuantStudio 5 applied

Thermo Fisher Scientific Inc.,

biosystems Waltham, USA
Biometra Analytik Jena AG, Jena,
Thermocycler
TProfessionalTRIO Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg,
Mastercycler nexus GSX1

Deutschland

Vollautomatisierte Kapillarelektro-
phorese

QIAxcel Advanced
System

Qiagen, Hilden, Deutschland

Spektralphotometer

NanoDrop 2000

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

Minizentrifuge

Sprout

Biozym Scientific GmbH,
Hessisch Oldendorf, Deutschland

5415D, 5427R,;

Megafuge Heraeus

Eppendorf AG, Hamburg,

Deutschland;

Zentrifuge 8R: Thermo Fisher Scientific Inc,
’ Waltham, USA;
Allegra X-15R
Beckman Coulter, Brea, USA
VWR International GmbH,
Vortex-Schiittler VV3

Darmstadt, Deutschland

Schiittler

Press-to-mix 34524

Snijders Labs, Tilburg,

Niederlande

Zentrifugen-Vortexmischer-

PCV-2400 Grant-bio

Grant Instruments, Cambridge,

Kombination England
Eppendorf AG, Hamburg,
Kihl-/Heizblock ThermoStat plus
Deutschland
Labnet International Inc.,
AccuBlock Digital Dry o )
Heizblock Bath Dachorganisation Corning Inc.,
a
Corning, USA
Thermo Fisher Scientific Inc.,
Sicherheitswerkbank Herasafe KS 18
Waltham, USA

PCR-Chamber

Mink Flex System

Baro GmbH & Co. KG,

Leichlingen, Deutschland
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Elektrophorese-Netzgerat

Biometra Power Pack
P25T

Analytik Jena AG, Jena,

Deutschland

Geldokumentationssystem

UV-Transilluminator
302 Nanometer;
Gel Dokumentation
Molecular Imager Gol
Doc XR+

Bachofer GMBH & Co. KG
Laboratoriumsgerate, Reutlingen,
Deutschland;

Bio Rad Laboratories Inc.,
Hercules, USA

Wage

Scout Pro 400 g

Ohaus Corporation, Parsippany,
USA

Pipetten 0,5 - 10 pl, 5 - 20 ul,
20 - 200 pl, 1000 pl

Research Plus

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

2.1.10

Verwendete Software

Die Analyse und Visualisierung der Viruslastverteilung erfolgte mit der GraphPad Software

Prism Version 9.1.1. Die Real-time PCR-Ergebnisse wurden mit der Design & Analysis Soft-

ware QuantStudio v1.4.1 (applied biosystems byThermo Fisher Scientific Inc., Waltham,

USA) ausgewertet. Die DNA-Sequenzen wurden mit der bioinformatischen Software Ge-

neious (Version 10.2.6, Biomatters, Ltd, Wellesley St Auckland, Neuseeland) analysiert.

Die grafische Darstellung phylogenetischer Baumanalysen erfolgte mit dem Programm Fig-

Tree (Version v1.4.4). Statistisch signifikante Assoziationen zwischen Sequenzpolymor-

phismen und HLA-Klasse |-Allelen der HepMongolia-Kohorte wurden mit der Software Se-

gFeatR (web-server version 0.3, [88]) identifiziert. Die Bibliografie wurde mit dem Zitierpro-

gramm Endnote X9 (Clarivate Analytics, Philadelphia, USA) erstellt.

27



Material und Methoden

2.2 Methoden

2.2.1 Ethikvotum

Die Ethikkommission des mongolischen Gesundheitsministeriums hat der Durchfihrung
der Studie mit der Studiennummer 2018-79-MEIC nach ethischer und rechtlicher Uberprii-
fung am 05.10.2018 zugestimmt. Daraufhin hat die Ethikkommission der Hein-
rich-Heine-Universitat ebenfalls eine ethische und rechtliche Uberpriifung veranlasst und
am 18.03.2019 der Durchfiihrung der Studie zugestimmt. Die Serumproben stammen aus
der HepMongolia-Kohorte mit der Studiennummer 2019-404-KFogU.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Bestimmung von HBsAg, anti-HBs, anti-HBc und anti-HDV

HBV- und HDV-spezifische Parameter der HepMongolia-Proben wurden in der Diagnos-
tik-Abteilung am Institut fur Virologie des UKD bestimmt. Fir den Nachweis von HBsAg,
Antikdrper gegen das HBsAg (anti-HBs) und Antikérper gegen das Hepatitis B Core-Anti-
gen (anti-HBc) wurde das ARCHITECT-SerologieX Immunassaysystem von Abbott ver-
wendet. Nach Herstellerangaben ist die Probe reaktiv auf das HBsAg bei 2 1,0 S/CO (Sig-
nal/cut-off) und nicht-reaktiv auf das HBsAg bei < 1,0 S/CO. Bei den Testungen auf
anti-HBs sind die Proben bei = 10 m/U/ml reaktiv und bei < 5 m/U/ml nicht-reaktiv. Die Grau-
zone 5 mlU/ml bis 10 m/U/ml wurde hier als nicht-reaktiv gewertet. Bei Testungen auf
anti-HBc sind die Proben bei = 1,0 S/CO reaktiv und bei < 0,9 S/CO nicht-reaktiv. Die Grau-
zone 0,9 S/CO bis 1,0 S/CO wurde hier ebenfalls als nicht-reaktiv gewertet. Fur den Nach-
weis von anti-HDV wurde das Liaison XL-Serologie ,XL Murex Anti-HDV* Immunassaysys-
tem von DiaSorin verwendet. Nach Herstellerangaben liegt ein negatives Ergebnis bei Wer-
ten < 1,0 AU/ml (relative Einheit pro ml), ein positives Ergebnis bei Werten = 1,0 AU/ml vor.
Der Messbereich lag zwischen 0,1 AU/m/ und 30,0 AU/ml.

2.2.2.2 RNA-Extraktion aus Serum mittels EZ1 Advanced von
Quiagen

Die Extraktion von RNA dient der Trennung von zellularen Bestandteilen und der Verhinde-
rung einer Degradation durch Ribonukleasen (RNasen). Die Extraktion der HDV-RNA er-
folgte automatisiert nach Herstellerangaben mit dem Virus Mini Kit v2.0, dem EZ1-Extrakti-
onsautomaten (Advanced XL) und der EZ1 Advanced XL Virus Card v2.0. Aus 200 pl Se-

rum wurde 60 pl Virus-RNA, sogenanntes Eluat, isoliert. Wenn weniger als 200 yl Serum
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der Probe vorhanden war, wurde das Serum mit Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(DPBS) (1X) als Pufferldsung auf 200 ul aufgefllt und anschliellend Virus-RNA extrahiert.

2.2.2.3 Quantitativer Nachweis von HDV-RNA im Serum in der
TagMan-PCR

Zur Charakterisierung der HepMongolia-Kohorte wurde HDV-RNA der Proben quantifiziert.
Die Quantifizierung der HDV-RNA wurde nach dem hausinternen Protokoll ,Nachweis von
HDV-RNA (quantitativ) im Serum in der TagMan-PCR (in house)", erstellt von Jassin
Rashidi-Alavieh und gepruft von Prof. O. Adams (10.07.2012), durchgefiihrt. Das
TagMan-Verfahren basiert auf dem Prinzip der One-Step Real-Time PCR. Dabei wird die
Nukleinsaure der Zielsequenz amplifiziert (Zyklus 2 und 3, Tabelle 6) und gleichzeitig mit-
hilfe von fluoreszierenden Molekulen die Produktmenge der Amplifikation gemessen. Die
HDV-RNA-Zielsequenz wurde durch Zugabe des 2x-Reverse-Transkriptase (RT)-PCR-Puf-
fers in DNA umgeschrieben (Zyklus 1 HOLD, Tabelle 6). Zur anschliellenden Amplifikation
der DNA-Sequenz wurde die doppelstrangige DNA-Matrize bei 95 °C in ihre Einzelstrange
denaturiert (2 Zyklus, Tabelle 6). Nach Abklhlung auf 60 °C lagerten sich spezifische
DNA-Primer an das 5°- und 3'-Ende der Matrize an. Durch Anlagerung der Primer elongierte
die hitzestabile Thermus aquaticus (Taq)-DNA-Polymerase jeweils das 5°- und 3‘-Ende der
Primer-Oligonukleotidsequenz (3 Zyklus, Tabelle 6). Gleichzeitig lagerten sich bei 60 °C
Delta-P Sonden am 3'-Ende an die Matrize an. Delta-P weist das fluoreszierenden Molekal
Fluorophor am 5-Ende und das Quencher-Molekul am 3‘-Ende auf. Durch die 5'-3‘- Exo-
nukleaseaktivitat der Taqg-DNA-Polymerase wurde der Fluorophor vom Quencher-Molekil
abgespalten und die Sonde angeregt. In angeregtem Zustand emittierte die Sonde fluores-
zierendes Licht der Wellenlange 500 Nanometer bis 800 Nanometer, das von optischen

Detektoren des Real-Time PCR-System QuantStudio 5 pro PCR-Zyklus gemessen wurde.

Folgender Reaktionsansatz pro Probe wurde verwendet (Konzentration in Mikromolar (uM)):

12,5 pl 2x-RT-PCR-Puffer
1 ul Enzym-Mix
1 ul HDV-Fwd1 [10 uM]
1 ul HDV-Fwd-2 [10 uM]
1l HDV-Rev [10 uM]
1ul Delta-P

2,5 ul Nuclease-free water

Zu 20 yl Reaktionsansatz wurde pro Lauf in zweifacher Ausfihrung 5 ul Eluat einer

anti-HDV-positiven Probe der HepMongolia-Kohorte hinzugegeben.
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Die Kalibration erfolgte mittels einer separat hergestellten Standardreihe in absteigender
Konzentration (S1, S2, S3) aus dem das HDV-Genom enthaltene Plasmid. Zur Erstellung
einer Kalibrationskurve wurden die drei Kalibratoren S1, S2 und S3 mit folgender Konzent-

ration pro Lauf mitgefuhrt:

Standardreihe:

S1 10000 Kopien/pl
S2 1000 Kopien/pl
S3 100 Kopien/pl

Zu jeweils 20 yl Reaktionsansatz wurde pro Lauf in jeweils zweifacher Ausfiihrung 5 pl S1,
S2 und S3 hinzugegeben. Zur Qualitatskontrolle wurde zu jeweils 20 ul Reaktionsansatz
pro Lauf in einfacher Ausfihrung 5 pl einer Positivkontrolle mit bekannter Delta-Viruslast
und 5 pl einer Negativkontrolle aus sterilem Wasser hinzugegeben. Die TagMan-PCR
wurde nach folgendem Programm fiir den quantitativen Nachweis von HDV-RNA im Serum
durchgefiihrt (Tabelle 6).

Programm:
Tabelle 6: TagMan-PCR-Programm zum quantitativen Nachweis von HDV-RNA im
Serum
Zyklus Temperatur [°C] Zeit [min:sek] Wiederholungen
45,00 10:00 1
1 HOLD
95,00 10:00 1
2 Zyklus 95,00 00:15 45
3 Zyklus 60,00 00:45 45

Die Viruslast der Deltavirusisolate wurde mittels nachfolgend aufgefiihrter Formeln be-

stimmt. Zuerst wurde der Verduinnungsfaktor fur 1 ml Serum berechnet.

Vegx
BT

Der Verdunnungsfaktor V errechnet sich aus der fur die Virusextraktion verwendeten Se-

rummenge s (in ml).

Dann wurde die Viruslast aus der zweifachen Probenmessung pro Lauf Gber nachfolgende

Formel bestimmt.

1
VL = ((Quantitat 1. Probenmessung+Quantitat 2. Probenmessung)/2) x v

Die Viruslast VL (in Kopien/ml) errechnet sich aus der Quantitat der Probenmessungen und

dem Verdunnungsfaktor V.
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Innerhalb eines TagMan-PCR-Durchlaufs wurde eine Probe zweifach gemessen. Bei einer
cycle threshold (ct)-Wert Abweichung kleiner zwei waren die Proben HDV-RNA positiv und
die Viruslast konnte bestimmt werden. Bei einer ct-Wert Abweichung grofer zwei konnte
keine Angabe zur genauen Viruslast erfolgen. Diese Proben wurden als target detected but
not quantifiable (TD) markiert. Beispielsweise wurde die Probe B4 zweifach gemessen mit

einer ct-Wert Abweichung von 2,29 und daher als TD interpretiert.

2.2.2.4 Semi-nested-PCR mit HDV-spezifischen Primern

Um das L-HDAg zu analysieren, wurden das evaluierte Nested-PCR-Protokoll von Karimz-
adeh et al. [87] fUr die anti-HDV-positive Proben der HepMongolia-Kohorte optimiert und
eine Semi-nested-PCR mit HDV-spezifischen Primern durchgefuhrt. Proben mit zuvor be-
stimmter Viruslast wurden im Thermocycler TProfessional TRIO nach dem optimierten Pro-

tokoll amplifiziert.

Im ersten Protokollschritt wurde die HDV-RNA durch eine RT-Reaktion in komplementare
DNA umgeschrieben. Daftr wurde Mix1 mit jeweils 10 pl Eluat versetzt und das Programm
RT-Step1 durchgefuhrt. AnschlieRend wurde dem Reaktionsgemisch 7 yl RT-Reakti-
ons-Ansatz beigefiigt und das Programm RT-Step2 durchgefiihrt.

Mix1-Ansatz pro Probe:

1 ul HDV-771R [10 uM]
1l Desoxyribonukleotidtriphosphate (ANTPs)
1l Nuclease-free water

Programm RT-Step1:
5 min 65 °C
0 25 °C

RT-Reaktions-Ansatz pro Probe:

4 ul 5x first strand Buffer

1 ul 0,1 M Dithiothreitol (DTT)
1ul RNase Inhibitor

1wl Superscript Il RT enzyme

Programm RT-Step2:

10 min 25°C
60 min 42 °C
30 min 50 °C
30 min 55°C
15 min 75 °C

0 4°C
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Im zweiten Protokollschritt wurden die fur das L-HDAg kodierenden DNA-Sequenzen ampli-
fiziert. Dafur wurde mit HDV-spezifischen Primern eine Semi-nested-PCR mit zwei aufei-
nanderfolgenden PCR-Reaktionen (PCR1, PCR2) durchgefiihrt. Zur Qualitatssicherung
wurden in beiden PCR-Reaktionen eine Negativkontrolle aus 5 pl sterilem Wasser pro Lauf
mitgefihrt. Die optimale Temperatur fir die Anlagerung der HDV-spezifischen Primer
wurde durch eine Gradienten-PCR im Mastercycler nexus GSX1 ermittelt und das Protokoll
daraufhin modifiziert. Dafir wurden 10 pl des RT-Produkts einer Probe mit der Viruslast von
1.398.736 IU/ml mit 90 pl sterilem Wasser verdiinnt und die folgend gelisteten Schritte der
PCR1 und PCR2 in jeweils zwdlf Reaktionsgefalten mit einer Temperatur um ca. 1 °C stei-

gend pro Reaktionsgefal von 60 °C bis 72 °C durchgefihrt.

Folgender Reaktionsansatz wurde fiir die PCR1 pro Probe verwendet:

62,75 pl Nuclease-free water
20 pl 5x colorless GoTaq Buffer
6 ul MgCl:
1 ul dNTPs
2,5l HDV-891F [10 uM]
2,5l HDV-339R [10 uM]
0,25 pl GoTaq Hot Start Polymerase (Promega)

Dem PCR17-Ansatz wurde 5 pl RT-Produkt pro Probe beigefugt und das Programm PCR1
durchgeflhrt.

Programm PCR1:

2 min 94 °C (Initialisierung)
30 sek 94 °C (Denaturierung)
30 sek 64 °C (Primer-Anlagerung) } 45 Zyklen
1 min 30 sek 72 °C (Elongation)
10 min 72 °C (finale Elongation)
o0 10 °C

Folgender Reaktionsansatz wurde flr die PCR2 pro Probe verwendet:

64,75 i Nuclease-free water
20 pl 5x Green GoTaq Buffer
6 ul MgCl:
1 ul dNTPs
2,5l HDV-912F [10 uM]
2,5l HDV-339R [10 uM]
0,25 pl GoTaq Hot Start Polymerase (Promega)

Nach Abschluss der PCR1-Reaktion wurde der PCR2-Ansatz mit 3 yl PCR1-Produkt ver-
setzt und durchlief das Programm PCR2.
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Programm PCR2:

2 min 94 °C (Initialisierung)
30 sek 94 °C (Denaturierung)
30 sek 66 °C (Primer-Anlagerung) } 45 Zyklen
1 min 30 sek 72 °C (Elongation)
10 min 72 °C (finale Elongation)
o0 10 °C

2.2.2.5 ldentifizierung amplifizierter DNA-Fragmente

Als Kontrolle der erfolgreichen Amplifikation des L-HDAg der HepMongolia-Proben in der
Semi-nested-PCR, wurden die amplifizierten DNA-Fragmente visuell nachgewiesen. Zum
Nachweis erfolgte entweder eine automatisierte, hochauflésende, Kapillarelektrophorese
oder eine Agarose-Gelelektrophorese. Beide Verfahren dienen der Auftrennung von Mole-
kilen nach ihrer GréRRe. Durch das Erzeugen eines elektrischen Feldes wandern kleinere
geladene Molekile schneller als groRere. Mit Hilfe des QlAxel Advanced System von Qi-
agen wurden jeweils 10 yl der PCR1- und PCR2-Produkte isoliert, aufgetrennt und an-

schlieBend im Bereich von ca. 1.700 Basenpaaren (bp) nachgewiesen.

Fir die Agarose-Gelelektrophorese wurde 0,5 g Agarose in 50 ml 1x Tris-Borate-Ethylen-
diamintetraacetat (TBE) Puffer fur kleine 1,0 %ige Gele bzw. 1,5 g Agarose in 150 ml
1x TBE fur grof3e 1,0 %ige Gele durch Aufkochen vollstandig gelést. AnschlieRend wurden
zwei bis vier Tropfen Ethidiumbromidldsung (0,025 %, Roth) dem Agarosegemisch beige-
fugt, um die DNA bei Ultraviolettstrahlung mit 280 Nanometer Wellenlange visuell darzu-
stellen. Das Gemisch wurde in einen Gelschlitten gegossen, nach Aushértung in eine Elekt-
rophorese Kammer gestellt und mit 1x TBE-Puffer vollstandig bedeckt. Jeweils 2 ul Probe
wurden mit 0,5 yl DNA-Ladepuffer (6x) versetzt und in die einzelnen Geltaschen gegeben.
Als GréRenmarker wurde der Gene Ruler 1 kb Plus verwendet. Bei einer Laufzeit von
60 min, 120 Volt und 400 Milliampere wurde die DNA der Proben aufgetrennt. Mit dem Gel
Dokumentation Molecular Imager Gol Doc XR+ konnten die amplifizierten, isolierten

DNA-Fragmente dokumentiert werden.

2.2.2.6 Sequenzierung nach Sanger

Fur die Analyse der L-HDAg Basensequenze der HepMongolia-Kohorte erfolgte eine Se-
quenzierung nach Sanger der PCR-Produkte der oben beschriebenen Semi-nested-PCR.
Die Sequenzierung wurde von der Firma LGC in Berlin und der Firma Eurofins Genomics
in K&In durchgefuhrt. Dafur wurde die DNA der PCR-Produkte mit dem Quiagen PCR-Pu-
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rification Kit nach Herstellerangaben aufgereinigt. Um eine ausreichende Probenkonzent-
ration fur die Sequenzierung zu gewahrleisten, wurde diese mittels Spektralphotometer Na-

noDrop 2000 gemessen.

Folgender Sequenzieransatz wurde an das Unternehmen Eurofins Genomics versendet:

2,0 yl Primer[10 uM],
> 300 Nanogramm DNA,
auf 17 pl Gesamtvolumen mit sterilem Wasser aufgefullt.

Folgender Sequenzieransatz wurde an das Unternehmen LGC versendet:

2,0 ul Primer [10 pM],
> 500 Nanogramm DNA,
auf 15 pl Gesamtvolumen mit sterilem Wasser aufgefullt.

Fur jede DNA-Probe wurde anfangs jeweils ein Sequenzieransatz mit dem forward Primer
HDV-912F und dem reverse Primer HDV-339R bzw. HDV-1674R verschickt. Um die Se-
quenzierung zu optimieren, wurden die Primer HDV-912F und HDV-339R als spezielle Se-
quenzier-Primer, hergestellt mittels HPLC-Technik, verwendet. Um die Sequenzierung an
die mongolischen Proben anzupassen, wurde der Primer HDV-1419-Seq-F aus einer kon-
servierten Region der Konsensussequenz bereits sequenzierter HepMongolia-Kohor-

ten-Proben modelliert.

Alternativ zum Versenden einzelner Proben wurden 96-Well Reaction Plates mit 2x 30 ul
eines PCR1- oder PCR2-Produkts einer Probe und folgende Primer, in separate Reaktions-
gefalle verpackt, an LGC verschickt:

1x 12 yl HDV-912F [100 pmol/ul] (HPLC-Aufreinigung),
1x 12 yl HDV-339R [100 pmol/ul] (HPLC-Aufreinigung) bzw.
HDV-1419F-Seq [100 pmol/ul].

Zehn Proben wurden aufgrund einer unklaren Nukleotidabfolge nach Sanger-Sequenzie-
rung mittels Next Generation Sequencing (NGS) nachsequenziert. Daflr wurde 15 pl
PCR1- oder PCR2-Produkt zum Unternehmen SEQ-IT nach Kaiserslautern versendet.

2.2.2.7 HLA-Diagnostik

Zur Analyse der HepMongolia-Kohorte auf Assoziationen zwischen Sequenzpolymorphis-
men und HLA-Klasse |-Allelen des Wirtes erfolgte eine HLA-Diagnostik der sequenzierten
Proben. Daflr wurde 200 ul Vollblut der HepMongolia-Proben an das Institut fur Transplan-
tationsdiagnostik und Zelltherapeutika des UKD versendet. Die molekulargenetische Be-

stimmung der HLA-Klasse |-Antigene erfolgte hochauflésend mittels NGS.
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2.2.3 Analytische Methoden

2.2.3.1 Phylogenetische Analyse und Identifizierung von
Sequenzpolymorphismen

Die Ergebnisse der Sequenzierung wurden mit dem Programm Geneious visualisiert und
anschlielend kuratiert. Um eine phylogenetische Analyse durchzuflihren und Sequenzpo-
lymorphismen zu identifizieren, wurden die AS-Sequenzen des HDAg in Genious alignt und
eine Konsensussequenz erstellt. Das Alignment wurde nach dem Typ Global alignment with
free end gaps und einer Cost Matrix mit 65 % similarity (5.0/-4.0) generiert. Um das Align-
ment zu generieren, wurden Langenunterschiede der einzelnen Sequenzen angepasst.
Dadurch deckte das Alignment nicht mehr das gesamte L-HDAg, jedoch das gesamte
S-HDAg (aus 592 Nukleotidstiicken) ab. Die Klassifikation der HepMongolia-Sequenzen in
HDV-1 bis 8 erfolge in Geneious durch Erstellung eines Fast maximum likelihood Trees
nach dem Generalised Time Reversible-Modell (GTR-Modell) mit 100 Rate categories of
sites, basierend auf dem Konsensus-Alignment aus HepMongolia-Sequenzen und HDV-1
bis 8 klassifizierten Sequenzen der GenBank. In Tabelle 7 sind HDV-1 bis 8 klassifizierten
Sequenzen der GenBank [26, 89-95] aufgefiihrt.

Tabelle 7: HDV-Genotyp 1 bis 8 klassifizierte Sequenzen

HDV-Genotyp Isolat Accession number’ PubMed
HDV-1 - M21012 3367426
HDV-2 7/18/83 X60193 1923832
HDV-3 Peru-1 L22063 8415646
HDV-4 Tw-2b AF018077 9603325
HDV-5 dFr-910 AJ584848 -
HDV-6 dFr-48 AJ584847 -
HDV-7 dFr-45 AJ584844 -
HDV-8 dFr-644 AJ584849 -

'Die Sequenzen der Isolate sind in der GenBank unter den aufgefiihrten Accession numbers hinter-
legt und auf der Seite des internationalen Komitee fiir die Taxonomie von Viren aufgelistet [96].

Die Prufung von evolutionaren Beziehungen der HepMongolia-Sequenzen zueinander und
zu HDV-1 Subtypen erfolgte durch Erstellung eines RAXML Tree. Mittels der 6ffentlich zu-
ganglichen Plattform PhyML online execution von ATGC Montpellier Bioinformatics [97]
wurde das ideale RaxML Tree Modell fur die phylogenetische Analyse identifiziert. Danach
wurde in Geneious ein RAXML Tree nach dem Nucleotide Model GTR GAMMA [ [98] mit
100 bootstrap replicates basierend auf dem Konsensus-Alignment aus HepMongolia-Se-

quenzen, einer HDV-1 klassifizierten Sequenzen der GenBank und von Karimzadeh et
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al. [45] als HDV-1 Subtypen 1a bis 1e beschriebenen Sequenzen erstellt. Die Ergebnisse
des Fast maximum likelihood Trees und des RAXML Trees wurden mit dem Programm Fig-

Tree visualisiert.

2.2.3.2 Statistische Auswertung mit SeqFeatR

Um Anpassungen der Virusisolate an einen HLA-Klasse |-assoziierten Selektionsdruck des
Wirtes nachzuweisen, wurden Sequenzpolymorphismen auf statistisch signifikante Assozi-
ationen mit HLA-Klasse |-Allelen der HepMongolia-Sequenzen (HLA-footprints) mittels Se-
gFeatR Web Server (https://seqfeatr.zmb.uni-due.de/) untersucht. SeqFeatR ist ein frei zu-
gangliches Programm basierend auf statistischen und grafischen Funktionen des Pro-
gramms R. Das Programm SeqFeatR wurde von Bettina Bedeus und Daniel Hoffmann des
Instituts fUr Bioinformatik der Universitat Duisburg-Essen in Kooperation mit der Arbeits-
gruppe von Jorg Timm entwickelt [88]. Mit Durchfiihrung exakter Fisher-Tests pruft das
Programm Uber eine 2x2 Kontingenztafel an AS-Positionen mit Kombinationen zur Se-
quenz des Konsensus-Aligments (Sequenzpolymorphismen) die Signifikanz zu
HLA-Klasse |-Allelen [88]. Fur weitere Analysen der SeqFeatR Ergebnisse wurde der
Grenzwert p < 0,05 festgelegt. Aufgrund von Testungen multipler Hypothesen wurde zu-
satzlich zum p-Wert die False Discovery Rate (FDR) als Mal fur die Falscherkennungsrate
bestimmt. Als Grenzwert fir weitere Analysen der SeqFeatR Ergebnisse wurde eine FDR

von < 0,2 festgelegt.

2.2.3.3 ldentifizierung viraler Sequenzpolymorphismen in
MHC-I-Molekil bindenden Peptiden

Zur Detektion von Mutationen in CD8" T-Zellepitopen als Evidenz fiir eine Evasion der
HLA-Klasse l-assoziierten, adaptiven Immunantwort, wurden HLA-footprints mit korrespon-
dierenden CD8" T-Zellepitopen abgeglichen. Mogliche CD8* T-Zell-Kandidatenepitope wur-
den mittels Web-Portal der IEDB [99] vorhergesagt. Dabei wurde die Methode /IEDB recom-
mended 2020.09 (NetMHCpan EL 4.1) verwendet und die Peptide nach Predicted IC50
sortiert. AnschlieRend wurden mongolische HLA-footprint aufweisende Peptide mit dem
hoéchsten Score selektiert. Nach IEDB-Angaben korreliert ein hoher Score mit einer hohen
Affinitat des Peptids zum MHC-I-Molekdl [99].
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3 Ergebnisse

Ahnlich wie bei anderen chronischen Virusinfektionen zeigte auch HDV in vorangegange-
nen Studien eine kontinuierliche Anpassung an einen HLA-Klasse I-assoziierten Selekti-
onsdruck [86, 87]. Die gro’e mongolische Patientenkohorte HepMongolia mit einer hohen
HBV/HDV-Pravalenz erdffnete zum einen die Mdglichkeit, die molekulare Epidemiologie
von HDV in der Mongolei besser zu charakterisieren. Zum anderen wurde untersucht, ob
virale Sequenzpolymorphismen im Kontext relevanter HLA-Klasse I-Allelen des Wirts als
Evidenz flr eine virale Evasion von der HLA-Klasse I-assoziierten, adaptiven Immunant-

wort vorkommen.

3.1 Hohe HBV/HDV-Pravalenz in der
HepMongolia-Kohorte

3.1.1 Analyse der HBV- und HDV-Infektionsmarker

Um die Pravalenz der HBV- und HDV-Infektionen in der HepMongolia-Kohorte zu bestim-
men, wurden die vom Institut fur Virologie des UKD analysierten HBV- und HDV-Infektions-

marker ausgewertet.

Als Infektionsmarker fir eine HBV-Infektion wurde das HBsAg mittels ARCHITECT-Serolo-
gieX Immunassaysystem ,HbsAg qualitativ 11“ untersucht. Als Infektionsmarker einer
HDV-Co- bzw. Superinfektion wurde anti-HDV mittels Liaison XL-Serologie XL Murex
Anti-HDV* bestimmt. Von den insgesamt 1310 Probanden waren 432 reaktiv auf das
HbsAg. Von den HBsAg-reaktiven Proben waren 278 anti-HDV-reaktiv (Abb. 3.1). Somit
wurde bei 32,98 % der Probanden eine HBV-Infektion nachgewiesen. Davon waren
64,35 % HDV-co-/superinfiziert.
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Abb. 3.1: HBV-/HDV-Pravalenz in der HepMongolia-Kohorte

Als HBV- und HDV-Infektionsmarker wurden das Hepatitis B Oberflachen-Antigen (HBsAg), Antikor-
per gegen das Hepatitis D Virus (anti-HDV), und HDV-RNA am Institut fiir Virologie des Universitats-
klinikums Dusseldorf bestimmt. Im ersten Schritt wurden die Proben der HepMongolia-Kohorte
(n=1310) mittels ARCHITECT- und LiaisonXL-Serologie auf HBsAg- und anti-HDV-Reaktivitat
(grau) untersucht. Von 432 HBsAg-positiven Proben waren 278 anti-HDV positiv. Im zweiten Schritt
wurde HDV-RNA (rot) der HBsAg und anti-HDV-reaktiven Proben mittels TagMan-PCR detektiert.
Von den anti-HDV-reaktiven Proben konnte in 213 Proben HDV-RNA detektiert werden. Alle Werte
sind in absoluten Zahlen (Probenanzahl) angegeben.

3.1.2 HDV-RNA Quantifizierung mittels TagMan-PCR

Far die Identifizierung von aktiv replizierenden HDV-Infektionen sowie fur die Quantifizie-
rung der HDV-RNA wurde ein internes TagMan-PCR-Protokoll fur die HepMongolia-Ko-
horte validiert. Zur Validierung der internen TagMan-PCR wurde die Reproduzierbarkeit der
Quantifizierung gepruft. Dafur wurde die Viruslast der Positivkontrolle (HDV-17408) aus
neun TagMan-PCR-Durchlaufen analysiert. Die HDV-RNA der Positivkontrolle wurden vor
den Durchldufen mittels Extraktionsautomaten EZ1 Advanced XL extrahiert. Zusatzlich
wurde der erste internationale HDV-RNA-Standard der WHO in zwei TagMan-PCR-Durch-
laufen analysiert. Die HDV-RNA-positive Probe der WHO weist eine international festge-
legte Viruslast von 575000 /U/ml auf. Die Viruslast der Positivkontrolle betrug in neun
TagMan-PCR-Durchlaufen zwischen 223 345 Kopien/ml und 475248 Kopien/ml. Dies ent-
spricht einer Differenz der maximal und minimal gemessenen Viruslast innerhalb der Ver-
suche von 0,33 logio-Stufen (Abb. 3.2). Die Viruslast des internationalen HDV-RNA-Stan-
dards der WHO betrug in der ersten Messung 119482 Kopien/ml und in der zweiten Mes-
sung 116631 Kopien/ml. Dies entspricht einer Differenz von 0,01 log1o-Stufen (Abb. 3.2).
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Abb. 3.2: Vergleich der Quantifizierung HDV-RNA-positiver Proben mittels

hausinterner TagMan-PCR

Die Viruslast HDV-RNA-positiver Proben wurde nach dem hausinternen TagMan-PCR-Protokoll des
Instituts fur Virologie (Universitatsklinikum Dusseldorf) bestimmt. Die Messungen wurden mit dem
Real-Time PCR-System QuantStudio 5 durchgefiihrt. Die Viruslast ist in wissenschaftlichen Zahlen
angegeben (rote Punkte) mit der Einheit Kopien/ml. Die Ordinaten-Skalierung ist in log1o-Stufen an-
gegeben. Die TagMan-PCR-Durchlaufe sind mit arabischen Ziffern versehen (Abszisse). Die Diffe-
renz der gemessenen Viruslasten ist in log1o-Stufen als rote Linie markiert. (A) Viruslast der Positiv-
kontrolle (HDV-17408) in neun TagMan-PCR-Durchlaufen. (B) Viruslast des internationalen
HDV-RNA-Standards der World Health Organization (WHO) in zwei TagMan-PCR-Durchlaufen.

Somit wurde sowohl HDV-RNA der Positivkontrolle als auch des internationalen
HDV-RNA-Standards der WHO mittels hausinterner TagMan-PCR erfolgreich quantifiziert

mit einer maximalen Abweichung von weniger als einer log1o-Stufe.

Nach Validierung des internen TagMan-PCR-Protokolls flr die HepMongolia-Kohorte
wurde die Viruslast der anti-HDV-reaktiven Proben bestimmt. In 183 anti-HDV-reaktiven
Proben war HDV-RNA nachweisbar und konnte erfolgreich quantifiziert werden. Die medi-
ane Viruslast betrug 34 508 Kopien/ml, mit einer Bandbreite von 3 bis 5742588 Kopien/ml
(Abb. 3.3).

39



Ergebnisse

107 .
106- Lohisds
= R HY
= 00'00°§:=!°oooo
5 105 RITTTEY 38 1 21
o L]
2 i
= 104 Rt
o 0008:03
@© o"O:
2 103+ “eiglee
$ ’o.o. :
3 102- :
T tH
107 .
100 I
HDV-RNA positiv
Abb. 3.3: Schematische Darstellung der Viruslast HDV-RNA-positiver Proben

Bei 183 Antikdrper gegen das Hepatitis D Virus (anti-HDV)-reaktiven Proben wurde erfolgreich
HDV-RNA mittels hauinternem TagMan-PCR-Protokoll quantifiziert. Hier dargestellt ist die Verteilung
der Viruslast HDV-RNA-positiver Proben (schwarze Punkte) in Kopien pro ml (Kopien/ml). Die Band-
breite betrug 3 bis 5742588 Kopien/ml mit einer medianen Viruslast von 3,45 x 10* Kopien/ml (roter
Balken).

Bei weiteren 30 Proben konnte zwar HDV-RNA mittels TagMan-PCR detektiert, jedoch
nicht quantifiziert werden (TD). Somit waren insgesamt 213 Probanden HDV-RNA positiv,
davon wurde bei 85,92 % (n = 183) eine Viruslast zwischen 3 Kopien/ml bis 5742588 Ko-
pien/ml (Abb. 3.3) und bei weiteren 14,08 % (n = 30) konnte zwar HDV-RNA nachgewiesen,
jedoch nicht quantifiziert werden (TD).

3.1.3 Hochste HDV-Pravalenz in westlich gelegenen
mongolischen Regionen innerhalb der

HepMongolia-Kohorte

Zunachst wurde zur Charakterisierung der HepMongolia-Kohorte die Herkunft der Proben
analysiert. Entsprechend wurden regionale Unterschiede bezuglich der HDV-Infektionsrate
in der Mongolei untersucht. Hierfur wurden die mongolischen Proben nach Konstellation
der Infektionsmarker und Herkunft klassifiziert. Die Mongolei unterteilt sich in 21 Provinzen,
den sogenannten Aimags. Diese wiederum untergliedern sich in Verwaltungsbezirke, den
sogenannten Sums. Die Hauptstadt Ulaanbaatar wird davon separat verwaltet. Die Proben
stammen aus der Hauptstadt Ulaanbaatar, der Stadt Erdenet, acht Sums, sieben Aimags
und zwei Provinzzentren. Die Proben der HepMongolia-Kohorte stammen hauptsachlich

aus westlichen, nordwestlichen, ndrdlichen und zentral gelegenen Regionen der Mongolei.
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Davon ausgenommen ist Zamin-Uud, ein Sum im suddstlich gelegenen Aimag Dornogovi
(Abb. 3.5.). Die Herkunft der Proben wurde nach Konstellation der Infektionsmarker in Ta-

belle 8 zusammengefasst.

Tabelle 8: Herkunft der mongolischen Proben der HepMongolia-Kohorte untergliedert
in Hepatitis B Oberflachen-Antigen (HBsAg) reaktiv und HDV-RNA positiv

Name Provinz HBsAg HPY'RNA positiv
(Art der Herkunft) bzw. Aimag reaktiv n’ n' (% der HBsAg-
' reaktiven)
Undur-Ulaan .
(Sum) Arkhangai 13 4 (31)
um
Bulgan
um
Darwi
(Sum) Khovd 46 23 (50)
um
Davst
(Sum) Uvs 51 24 (47)
um
Erdenet
Orkhon 16 7 (44)
(Stadt)
Khovd
Khovd 71 40 (56)
(Provinzzentrum)
Orkhontuul
(Sum) Selenge 17 7 (41)
um
Tarialan
(Sum) Uvs 13 8 (62)
um
Tsagaannuur
(Sum) Khuvsgul 18 9 (50)
um
Ulaanbaatar eigenstandige
51 19 (37)
(Hauptstadt) Verwaltungseinheit?
Ulaangom
Uvs 60 31 (52)
(Provinzznetrum)
Zamiin-Uud
(Sum) Dornogovi 7 4 (57)
um
gesamt 432 213 (49)

'Die Probenanzahl n ist in absoluten Zahlen angegeben. 2Die Hauptstadt Ulaanbaatar gehért keinem
Aimag an.

Probenanteile HDV-Infizierter von = 50 % innerhalb der HBV-Infizierten zeigten sich in den
westlich gelegenen Sums Bulgan, Darwi, Tarialan und dem westlich gelegenen Provinz-
zentrum Khovd, dem nordwestlich gelegenen Provinzzentrum Ulaangom, dem nérdlich ge-

legenen Sum Tsagaannuur und dem sudostlich gelegenen Sum Zamiin-Uud (Abb. 3.5.).
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AnschlieRend wurde die Verteilung der HBV-Immunitat untersucht. Dafur wurde die Her-
kunft der Proben untersucht, die nicht-reaktiv auf das HBsAg getestet wurden. Es wurde
differenziert zwischen geimpften Probanden, Probanden nach durchgemachter HBV-Infek-
tion und Probanden ohne serologisch nachweisbaren HBV-Kontakt. Dafur wurde anti-HBs
und anti-HBc mittels ARCHITECT-SerologieX Immunassaysystem getestet. Die Gruppe
der geimpften Probanden beinhaltete HBsAg nicht-reaktive, anti-HBs-reaktive und
anti-HBc-nicht-reaktive Proben. Die Gruppe der Probanden mit durchgemachter HBV-In-
fektion umfasste HBsAg nicht-reaktive und anti-HBc reaktive Proben. Die Gruppe der Pro-
banden ohne serologisch nachweisbaren HBV-Kontakt beinhaltete Proben, die sowohl auf
HBsAg nicht-reaktiv als auch auf anti-HBs und anti-HBc nicht-reaktiv getestet wurden. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 9 zusammengefasst.

Tabelle 9: Herkunft der mongolischen Hepatitis B Oberflachen-Antigen

(HBsAg)-nicht-reaktiven Proben der HepMongolia-Kohorte untergliedert in

geimpfte Probanden, Probanden einer durchgemachten HBV-Infektion und
Probanden ohne nachweisbaren HBV-Kontakt

. 2.1 durch- . .
HBsAg gelznpft n gemacht® kein HB\i
. - (% der J Kontakt
Name Provinz nicht- HBsAG- n' (% der n' (% der
(Art der Herkunft) bzw. Aimag reaktiv >SAg HBsAg- °
nt nicht- nicht- HBsAg-nicht-
reaktiven) . reaktiven)
reaktiven)
Undur-Ulaan )
Arkhangai 94 25 (27) 43 (46) 26 (28)
(Sum)
Bulgan
Khovd 72 28 (39) 30 (42) 14 (19)
(Sum)
Darwi
Khovd 71 20 (28) 29 (41) 22 (31)
(Sum)
Davst
Uvs 82 33 (40) 37 (45) 12 (15)
(Sum)
Erdenet
Orkhon 112 30 (27) 57 (51) 25 (22)
(Stadt)
Khovd
. Khovd 29 8 (28) 12 (41) 9 (31)
(Provinzzentrum)
Orkhontuul
Selenge 98 25 (26) 56 (57) 17 (17)
(Sum)
Tarialan
Uvs 13 4 (31) 8 (62) 1(8)
(Sum)
Tsagaannuur
Khuvsgul 147 33 (22) 42 (29) 72 (49)
(Sum)
eigenstandige
Ulaanbaatar
Verwaltungs- 21 5 (24) 9 (43) 7 (33)
(Hauptstadt) o
einheit®
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Ulaangom
. Uvs 130 48 (37) 54 (42) 28 (22)
(Provinzznetrum)
Zamiin-Uud
Dornogovi 9 3(33) 6 (67) 0 (0)
(Sum)
gesamt 878 262 (30) 383 (44) 233 (27)

'Die Probenanzahl n ist in absoluten Zahlen aufgefiihrt. 2Geimpfte Probanden mit Nachweis von
Antikdrpern gegen das Hepatitis B Oberglachen-Antigen (anti-HBs reaktiv) ohne Nachweis von An-
tikorpern gegen das Hepatitis B Core-Antigen (anti-HBc nicht-reaktiv). *Probanden einer durchge-
machten HBV-Infektion (anti-HBc reaktiv). “Probanden ohne nachweisbaren, serologischen
HBV-Kontakt (anti-HBs nicht-reaktiv und anti-HBc nicht-reaktiv). °Die Hauptstadt Ulaanbaatar gehort
keinem Aimag an.

Die Impfrate unter den HbsAg-nicht-reaktiven Probanden der einzelnen Regionen betrug
zwischen 22 % und 40 %. Eine Impfrate von > 35 % wiesen die Sums Bulgan, Davst und
das Provinzzentrum Ulaangom auf. Die Rate der Probanden mit durchgemachter HBV-In-
fektion unter den HbsAg-nicht-reaktiven Probanden der einzelnen Regionen betrug zwi-
schen 29 % und 67 %. Eine Rate an Probanden mit durchgemachter HBV-Infektion
von > 50 % wiesen die Stadt Erdenet, die Sums Orkhontuul, Tarialan und Zamiin-Uud auf.
Die Rate der Probanden ohne nachweisbaren, serologischen HBV-Kontakt unter den
HbsAg-nicht-reaktiven Probanden der einzelnen Regionen betrug zwischen 0 % und 49 %.
Eine Rate an Probanden ohne nachweisbaren HBV-Kontakt von > 30 % wiesen die Sums
Darvi, Tsagaannuur, das Provinzzentrum Khovd und die Hauptstadt Ulaanbaatar auf. Re-
gionen mit einem Probenanteil < 50 % an HBV/HDV-Infizierten waren der zentral gelegene
Sum Undur-Ulaan, der westlich gelegene Sum Davst, der nérdlich gelegene Sum Ork-
hontuul und die zentral-nérdlich gelegene Stadt Erdenet und die Hauptstadt Ulaanbaatar.
Dabei zeigte Davst eine Impfrate von 40 % auf, Erdenet und Orkhontuul eine Rate an Pro-
banden mit durchgemachter HBV-Infektion von > 50 % und Ulaanbaatar eine Rate an Pro-
banden ohne nachweisbaren HBV-Kontakt von > 30 % auf (Abb. 3.4).

Somit wiesen der zentral gelegene Sum Undur-Ulaan, der westlich gelegene Sum Davst,
die zentral-ndrdlich gelegene Stadt Erdenet, der nérdlich gelegenen Sum Orkhontuul und
die Hauptstadt Ulaanbaatar eine niedrige HBV/HDV-Infektionsrate und eine hohe Rate an
geimpften Probanden, an Probanden mit durchgemachter HBV-Infektion oder an Proban-

den ohne nachweisbaren HBV-Kontakt auf.
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Abb. 3.4: Schematische Darstellung der Pravalenz HDV-RNA-positiver Probanden,
HBV-geimpfter Probanden, Probanden mit durchgemachter HBV-Infektion
und Probanden ohne nachweisbaren HBV-Kontakt innerhalb der jeweiligen
mongolischen Herkunftsregionen

Die Landkarte mongolischer Provinzen wurde von unserem Kooperationspartner Battur Magvan
(Mongolian National University of Medical Sciences, Ulaanbaatar) mittels Daten der Open Street
Map generiert und mit Datawraper auf Englisch visualisiert. Zur Darstellung der jeweiligen Pravalenz
an HDV-RNA-positiven Probanden (rot), HDV-RNA-negativen Probanden (orange), HBV-geimpften
Probanden (blau), Probanden mit durchgemachter HBV-Infektion (griin) und Probanden ohne sero-
logisch nachweisbaren HBV-Kontakt (lila) wurde die Karte modifiziert. Hierfir wurde die jeweilige
Pravalenz in Prozent innerhalb der beiden Gruppen Hepatitis B Oberflachen-Antigen (HBsAg)-reak-
tiven und -nicht-reaktiven Probanden (separate Kasten) im Verhaltnis zur Anzahl der Proben aus der
jeweiligen Region schematisch als Balkendiagramm am Kartenrand dargestellt. Geimpfte Proban-
den wiesen die serologische Konstellation HBsAg nicht-reaktiv, Antikbrper gegen das Hepatitis B
Oberflachen-Antigen (anti-HBs) reaktiv und Antikdrper gegen Hepatitis B Core-Antigen (anti-HBc)
nicht-reaktiv auf. Probanden mit durchgemachter HBV-Infektion wiesen die serologische Konstella-
tion HBsAg nicht-reaktiv und anti-HBc reaktiv auf. Probanden ohne nachweisbaren HBV-Kontakt
wiesen die serologische Konstellation HBsAg nicht-reaktiv, anti-HBs nicht-reaktiv und anti-HBc
nicht-reaktiv auf. Die serologischen Marker wurden mittels ARCHITECT- und LiaisonXL-Serologie
und HDV-RNA mittels hausinterner TagMan-PCR bestimmt.

Zusammenfassend zeigte sich die héchste HBV/HDV-Infektionsrate hauptsachlich in west-
lich gelegenen Regionen der Mongolei. Eine niedrige HBV- und HBV/HDV-Infektionsrate

wurde hauptsachlich in zentral-nordlich und noérdlich gelegenen Regionen der Mongolei
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festgestellt. Gelichzeitig zeigten diese Regionen eine hohe Pravalenz an HBV-geimpften
Probanden, an Probanden mit durchgemachter HBV-Infektion oder an Probanden ohne
nachweisbaren HBV-Kontakt (Abb. 3.4).

3.2 Sequenzanalyse des HDAg

3.2.1 Etablierung einer PCR zur Amplifikation der
genomischen Region des L-HDAg

Zur Amplifikation des L-HDAg wurde eine Semi-nested-PCR fur die HDV-RNA-positiven
Proben der HepMongolia-Kohorte etabliert. Daflir wurde das Protokoll zur Amplifikation von
Deltavirusisolaten von Karimzadeh et al. [87] fur die Proben der HepMongolia-Kohorte an-
gepasst. Da die Amplifikation des L-HDAg in anfanglichen Versuchen mit dem Primer
HDV-1674R der PCR2-Reaktion nicht méglich war, wurde der Primer HDV-1674R mit dem
Primer HDV-339R der PCR2-Reaktion ausgetauscht. Somit wurde in einem ersten Schritt
das oben genannte Protokoll fur die mongolischen Deltavirusisolate angepasst, indem die
Nested-PCR in eine Semi-nested-PCR Uberfuhrt wurde (Abb. 3.6).

Unter Verwendung des Primers HDV-1674R konnten bei drei Proben (B125, B22, B77) mit
Viruslasten zwischen 4 692 Kopien/ml und 41442 Kopien/ml keine PCR2-Produkte mittels
Kapillarelektrophorese als Bande nachgewiesen werden. Unter Verwendung des Primers
HDV-339R konnten schliel3lich bei diesen Proben PCR2-Produkte als Banden mittels Ka-

pillarelektrophorese visualisiert werden (Abb. 3.5).
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Abb. 3.5: Etablierung der Semi-nested-PCR fiir die HDV-RNA-positiven Proben der

HepMongolia-Kohorte

Mit Hilfe des QIAxel Advanced System von Qiagen wurden jeweils 10 yl DNA der PCR1- und
PCR2-Amplifikationsprodukte der HDV-RNA-positiven Proben B125, B22 und B77 isoliert, aufge-
trennt und anschlieRend im Bereich zwischen 1000 Basenpaaren (bp) und 1200 bp nachgewiesen.
Zunachst wurde die PCR2 nach dem Protokoll von Karimzadeh et al. [87] als Nested-PCR mit dem
Primer HDV-1674R durchgefihrt. Alternativ wurde die PCR2 als Semi-nested-PCR mit dem Primer
HDV-339R durchgefiihrt. Visualisierung der Amplifikationsprodukte des Large-Hepatitis Delta Anti-
gen (L-HDAg) mittels Kapillarelektrophorese bei einer GroRRe (Peak Size) von 1142 bp.

Daher wurde zur Amplifikation der mongolischen Deltavirusisolate die bereits zur Amplifi-
kation von Deltavirusisolaten etablierte Nested-PCR von Karimzadeh et al. [87] in eine
Semi-nested-PCR Uberfluhrt (Abb. 3.6).

PCR2
~ - ‘zk

Y

Sequenzierte Region

'\R o)\
1679/0 1’{?&6\@
339R ®
PCR1/2
Abb. 3.6: Amplifikation und Sequenzierung des Large-Hepatitis Delta Antigen (L-HDAg)

Schematische Darstellung des HDV-Genoms mit Lokalisation der HDV-spezifischen Primer der neu
etablierten Semi-nested-PCR (rot) und mit Markierung des sequenzierten Genomabschnitts (griin).
Das angepasste Semi-nested-PCR-Protokoll basiert auf dem Nested-PCR-Protokoll von Karimza-
deh et al. [87]. Hier wurde der Primer HDV-1674R nicht verwendet. Stattdessen wurde sowohl fiir
die PCR1 als auch PCR2 der Primer HDV-339R (rot) verwendet. Fir die Sequenzierung des L-HDAg
wurden die HDV-spezifischen Primer HDV-1419F-Seq (griin) und HDV-912F (rot) verwendet.

In einem zweiten Schritt wurde die optimale Temperatur fur die Anlagerung der Primer im
PCR1- und PCR2-Programm durch eine Gradienten-PCR ermittelt, um das Protokoll fir die
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mongolischen Deltavirusisolate zu optimieren. Hierflr wurde die Probe B55 mit einer Virus-
last von 139874 Kopien/ml verwendet. Dabei zeigte sich bei der PCR1 die Bande mit der
starksten Intensitat bei einer Temperatur von 64 °C. Bei der PCR2 zeigte sich die Bande

mit der starksten Intensitat bei einer Temperatur von 66 °C (Abb. 3.7).
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Abb. 3.7: Optimierung der Temperatur fiir die Anlagerung der HDV-spezifischen

Primer mittels Gradienten-PCR

Im ersten Schritt wurde die HDV-RNA-positive Probe B55 der HepMongolia-Kohorte mit einer Virus-
last von 139874 Kopien pro ml (Kopien/ml) mittels Gradienten-PCR im Mastercycler nexus GSX1
amplifiziert. Daflr wurden die PCR1- und PCR2-Reaktionen in jeweils zwolf ReaktionsgefalRen mit
einer Temperatur um ca. 1 °C steigend pro Reaktionsgefaft von 60 °C bis 72 °C durchgefiihrt. Im
zweiten Schritt wurden mit Hilfe des QIAxel Advanced System von Qiagen jeweils 10 yl DNA der
PCR1- und PCR2-Amplifikationsprodukte der Probe B55 isoliert, aufgetrennt und anschlieRend im
Bereich zwischen 1000 Basenpaaren (bp) und 1200 bp nachgewiesen (Spur 1 bis 12). (A) Visuali-
sierung der Amplifikationsprodukte des Large-Hepatitis Delta Antigen (L-HDAg) mittels Kapillarelekt-
rophorese bei einer Groflte (Peak Size) von 1142 bp. PCR1-Reaktionen wurden hier mit oben ge-
nannten, ansteigenden Temperaturen fir die Anlagerung der Primer HDV-891F und HDV-339R
durchgefiihrt. Rot markiert ist die Temperatur 64 °C mit der starksten Bandenintensitat. (B) Visuali-
sierung der Amplifikationsprodukte des L-HDAg mittels Kapillarelektrophorese bei einer GréRRe (Peak
Size) von 1121 bp. PCR2-Reaktionen wurden hier mit oben genannten, ansteigenden Temperaturen
fur die Anlagerung der Primer HDV-912F und HDV-339R durchgefihrt. Rot markiert ist die Tempe-
ratur 66 °C mit der starksten Bandenintensitat.
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Die Ergebnisse der Gradienten-PCR zeigten, dass die optimale Temperatur fir die Anlage-
rung der Primer im PCR1-Programm bei 64 °C und im PCR2-Programm bei 66 °C lag. An-

hand dieser Ergebnisse wurden die PCR1- und PCR2-Programme angepasst.

3.2.2 Amplifikation des L-HDAg von Deltavirusisolaten

der mongolischen Kohorte

Um die RNA-Sequenzen der HepMongolia-Proben auf phylogenetische Abstammung und
Sequenzpolymorphismen zu analysieren, wurde das L-HDAg der HDV-RNA-positiven Pro-
ben mit dem optimierten Protokoll amplifiziert. HDV-RNA-positive Proben wurden unter an-
gepassten Reaktionsbedingungen mittels Semi-nested-PCR amplifiziert. Zur Visualisierung
der amplifizierten Deltavirusisolate wurde eine Kapillarelektrophorese (Abb. 3.8) bzw. Aga-
rose-Gelelektrophorese durchgefihrt. Von 213 HDV-RNA-positiven mongolischen Proben

konnten 182 (85,45 %) amplifiziert und das Ergebnis visualisiert werden.

Bei 31 der Proben konnten keine Banden in der Kapillarelektrophorese bzw. Agarose-Gel-
elektrophorese visualisiert werden. Davon konnte bei 18 Proben zwar HDV-RNA nachge-
wiesen, jedoch nicht quantifiziert werden (als TD klassifiziert). Neun Proben wiesen eine
Viruslast < 100 Kopien/ml, zwei Proben wiesen eine Viruslast < 500 Kopien/ml und eine
Probe wies eine Viruslast von 643021 Kopien/ml auf. Von einer Probe war die Material-

menge zu gering fur die Extraktion und Amplifikation.
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Abb. 3.8: Amplifikation des Large-Hepatitis Delta Antigen (L-HDAg) und
Visualisierung der Amplifikationsprodukte mittels Kapillarelektrophorese

Mit Hilfe des QlAxel Advanced System von Qiagen wurden jeweils 10 yl DNA der PCR1- und
PCR2-Amplifikationsprodukte isoliert, aufgetrennt und anschlieend im Bereich zwischen 1000 Ba-
senpaaren (bp) und 1200 bp nachgewiesen. Das L-HDAg wurde mittels Semi-nested-PCR von sie-
ben HDV-RNA-positiven Proben aus Khovd (Spur 1 bis 7) amplifiziert und jeweils eine Spur mit 10 pl
sterilem, RNase freiem Wasser (Spur 8) als Negativkontrolle pro PCR-Lauf beftllt. (A) Visualisierung
der PCR1-Amplifikationsprodukte von sieben HDV-RNA-positiven Proben der HepMongolia-Kohorte
mittels Kapillarelektrophorese bei einer zu erwartenden GréRe (Peak Size) von 1142 bp. (B) Visua-
lisierung der PCR2-Amplifikationsprodukte von sieben HDV-RNA-positive Proben der HepMongo-
lia-Kohorte mittels Kapillarelektrophorese bei einer zu erwartenden GréRe (Peak Size) von 1121 bp.

Insgesamt konnten 85,45 % der mongolischen HDV-RNA-positiven Proben erfolgreich fur
die Sequenzierung amplifiziert werden. Die Proben, die nicht erfolgreich amplifiziert werden
konnten, hatten alle eine nicht zu bestimmende (TD) oder sehr niedrige Viruslast mit der
Ausnahme einer Probe, die trotz hoher Viruslast und dreimaliger Durchfliihrung der

Semi-nested-PCR nicht amplifiziert werden konnte.
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3.2.3 Identifizierung von neuen Subtypen des
HDV-Genotyps 1

Um die HDV-Genotypen der mongolischen Deltavirusisolate zu bestimmen, wurden phylo-
genetische Analysen mit Referenzsequenzen der Genotypen HDV-1 bis 8 aus der GenBank
durchgefihrt. Daftir wurden die HDV-RNA-positiven Proben mit Nachweis eines Amplifika-
tionsprodukts sequenziert. Insgesamt 157 qualitativ hochwertige Sequenzen der HepMon-
golia-Kohorte deckten das S-HDAg ab und konnten auf eine einheitliche Sequenzlange von
592 Nukleotidstiicken zugeschnitten werden. Mit Hilfe der Software Genious wurden diese
Proben zusammen mit den Referenzsequenzen der Genotypen HDV-1 bis 8 und weiteren
Sequenzen, die von Karimzadeh et al. [45] als HDV-1 Subtypen 1a bis 1e klassifiziert wur-
den, alignt. Anschliellend wurde ein phylogenetischer Baum mittels RaxML unter Verwen-
dung eines GTR-Modells als Fast maximum likelihood Tree errechnet. Wie in Abb. 3.9 zu
sehen ist, wiesen die gesamten mongolischen Sequenzen und die HDV-1 Subtyp 1a bis 1e
klassifizierten Sequenzen die kleinste genetische Distanz zur HDV-1 Sequenz (Accession

Number Gen Bank M21012.1, [26]) auf. Somit konnten alle Sequenzen der HepMongo-

lia-Kohorte dem Genotyp 1 zugeordnet werden.
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HDV-1a bis HDV-1e Isolate

0,07 I HDV-2 bis HDV-8 Isolate

Abb. 3.9: Phylogenetischer Baum basierend auf einer Distanzanalyse
zur Klassifikation der mongolischen Deltavirusisolate in
HDV-Genotypen 1 bis 8 (HDV-1 bis 8)

Die phylogenetische Analyse (Fast maximum likelihood Tree) basiert auf 157 mongolischen Sequen-
zen des Small-Hepatitis Delta Antigens sowie weiteren als HDV-1 bis 8 klassifizierten Sequenzen
der Gen Bank [26, 89-95] (Accesion number in Klammern) und von Karimzadeh et al. [45] als HDV-1
Subtypen 1a bis 1e klassifizierten Sequenzen. Mongolische Virusisolate (grau) und HDV-1 Subty-
pen 1a bis 1e klassifizierten Virusisolate (grau) haben die kleinste genetisch Distanz zur HDV-1 Se-
quenz (orange) im Vergleich zu den Sequenzen von HDV-2 bis HDV-8 (griin). Die Legende gibt den
MaRstab der genetischen Distanz (0,07) in Substitutionen pro Nukleotidposition (Substitutions per
site) an.
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Da mongolische Deltavirusisolate eine hohe genetische Variabilitat aufwiesen, wurden wei-
terfUhrende phylogenetische Analysen mit von Karimzadeh et al. [45] beschriebenen
HDV-1 Subtypen 1a bis 1e durchgefuhrt. Dazu wurden die Sequenzen mittels Geneious
visualisiert und eine Konsensussequenz erstellt. Um das ideale Modell des RAXML Trees
flr die phylogenetische Analyse zu identifizieren, wurde die Konsensussequenz mittels der
offentlich zuganglichen Plattform PhyML online execution von ATGC Montpellier Bioinfor-
matics gepruft [97]. Die Analyse ergab eine ideale Berechnung des RAXML Tree nach dem
Nucleotide Model GTR+G+I [100]. Daraufhin wurde ein RAXML Tree nach dem Nucleotide
Model GTR GAMMA | [98] konstruiert und geprtift, ob einzelne Clades moglicherweise als
neue HDV-1 Subtypen einzuordnen sind. Zur Validierung wurden 100 bootstrap replicates
aus den 157 HepMongolia-Sequenzen und aus 25 HDV-1 Subtyp 1a bis 1e klassifizierten
Sequenzen (jeweils funf Sequenzen pro Subtyp) von Karimzadeh et al. [45] berechnet. Die
phylogenetische Analyse des RAXML Tree zeigte, dass mongolische Deltavirusisolate drei
Clades 1-I bis 1-1ll mit einem bootstrap-Wert von = 84 bildeten (Abb. 3.10). Folglich formier-
ten sich die Clades 1-I bis 1-1ll mit einer Wahrscheinlichkeit von = 84 % in der berechneten
Konfiguration. AuRerdem formierte sich nach der phylogenetischen Analyse eine grof3e An-
zahl an Proben zusammen, die wie in Abb. 3.10 rechts oben zu sehen einen scheinbaren
vierten ,Clade 1-IV* bildeten. Dabei zeigte die Formation einen bootstrap-Wert von 61 auf.
Somit formierten sich die Proben mit einer Wahrscheinlichkeit von 61 % in der berechneten

Konfiguration.
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Abb. 3.10: Phylogenetischer Baum basierend auf einer Distanzanalyse
zur Klassifikation der mongolische Deltavirusisolate in
HDV-Genotyp 1 Subtypen

Phylogenetische Analyse mittels Erstellung eines RAxML Tree basierend auf 157 mongolischen Se-
quenzen des Small-Hepatitis Delta Antigens, einer als HDV-1 klassifizierten Sequenz der GenBank
[26] (Accession number M21012.1, blau) und 25 Sequenzen der Studie von Karimzadeh et al. [45].
Die Virusisolate dieser Studie reprasentieren die HDV-1 Subtypen 1a bis 1e (blau) und stammen aus
Amerika, Europa, dem Nahen Osten, Ostasien und Afrika. Mongolische Deltavirusisolate (grau) bil-
deten drei Clades 1-1 bis 1-1II (rot) mit bootstrap-Werten = 84 (rot). Fiir einen scheinbar vierten Clade
»1-1V*(grau) mongolischer Deltavirusisolate wurde ein bootstrap-Wert < 84 berechnet. Die Legende
gibt den Malstab der genetischen Distanz (0,07) in Substitutionen pro Nukleotidposition (Substituti-
ons per site) an.
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Durch phylogenetische Analysen konnten in der HepMongolia-Kohorte drei neue HDV-1
Subtypen identifiziert werden mit einer hohen Konfigurationswahrscheinlichkeit von = 84 %.
Ein scheinbar vierter Clade wies eine geringe Konfigurationswahrscheinlichkeit von 61 %

auf und wurde somit nicht eindeutig als neuer HDV-1 Subtyp interpretiert.

Karimzadeh et al. [45] beschrieben eine Zuordnung der Subtypen HDV-1a bis 1e zu ver-
schiedenen geographischen Regionen. Um zu prifen, ob die Clades 1-I bis 1-1ll ebenfalls
eine Assoziation zu spezifischen Regionen aufweisen, wurde die Herkunft der Proben ana-
lysiert. Wie in Tabelle 10 zu sehen, konnten die Clades 1-1 bis 1-Ill keinen spezifischen
mongolischen Regionen zugeordnet werden. Beispielsweise waren Proben aus dem Sum
Tsagaannuur sowohl in Clade 1-1 als auch Clade 1-II vertreten. Proben aus dem Sum Bul-
gan waren sowohl in Clade 1-l als auch Clade 1-lll vertreten. Somit Gberschnitt sich die
Probenherkunft der Clades 1-1 bis 1-Il.

Tabelle 10: Herkunft der Clades 1-l bis 1-lll formierenden Proben potenzieller neuer
HDV-Genotyp 1 Subtypen

Clade bootstrap-Wert' Herkunft (n?)

Bulgan (4)

Tsagaannuur (2)
Zamiin-Uud (1)
1-1 84 Erdenet (1)
Darwi (2)

Ulaangom (1)
Khovd (4)
Tsagaannuur (1)
Darwi (1)

1-11 90

Ulaanbaatar (1)
Davst (1)
Davst (1)

1-111 84 Erdenet (1)

Bulgan (4)

'Die Wurzel-bootstrap-Werte der Clades 1-l bis 1-Ill sind in absoluten Zahlen von insgesamt 100
bootstrap replicates angegeben. Diese wurden in Geneious durch Erstellung eines RAXxML Tree ba-
sierend auf 157 mongolischen Sequenzen des Small-Hepatitis Delta Antigens, einer HDV-1 klassifi-
zierten Sequenz der GenBank [26] (Accession number M21012.1, blau) und 25 Sequenzen der Stu-
die von Karimzadeh et al. [45] berechnet. 2Die Probenanzahl (n) ist jeweils in absoluten Werten in
Klammern hinter dem Namen der Region angegeben.

Zusammengefasst war innerhalb eines Clades die Herkunft der Proben sehr heterogen.
Demzufolge konnten die drei neuen, potenziellen HDV-1 Subtypen (Clade 1-1 bis 1-lll) kei-

ner spezifischen geographischen Region innerhalb der Mongolei zugeordnet werden.
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Die oben beschriebenen HDV-Clades 1-1 bis 1-lll zeigen die genetische Variabilitat des
HDV-Genotyps 1 auf. Die Publikationen von Le Gal et al. [44] und Karimzadeh et al. [45]
beschrieben die hohe genetische Variabilitdt innerhalb der bekannten HDV-Genotypen 1
bis 8. Bisher existiert jedoch keine international gultige Subklassifikation dieser Genotypen.
Daher wurde die intrasubtypische Ubereinstimmung und intersubtypische Variabilitat der
potenziellen HDV-1-I bis 1-1ll Subtypen berechnet als Definitionsmerkmale einer méglichen
Klassifikation in Subtypen. Dafiir wurde die genetische Ubereinstimmung der Nukleotidse-
quenzen innerhalb eines HDV-1 Subtyps und der HDV-1 Subtypen zueinander bestimmt.
Entsprechend wurden paarweise arithmetische Mittelwerte von den HDV-1 Subtypen 1a bis
1e und den drei potenziellen Subtypen 1-I bis 1-lll berechnet. HDV-1a wies die kleinste
intrasubtypische Ubereinstimmung mit 91,81 % und HDV-1-llI die groRte intrasubtypische
Ubereinstimmung mit 97,09 % auf. Die intersubtypische Variabilitdt von HDV-1a bis 1e und
HDV-1-1 bis HDV-1-lll betrug zwischen 9,37 % und 15,27 %. Die intersubtypische Variabi-
litdt von HDV-1-I bis HDV-1-II betrug zwischen 10,02 % und 10,27 % (Tabelle 11).

Tabelle 11: Genetische Variabilitat innerhalb des HDV-Genotyps 1

Sub- | Hpv.1a | HDV-1b | HDV-1c | HDV-1d | HDV-1e | HDVY- | HDV- | HDV-
typen 1-1 1411 11

HDV-1a| 91,81 1450 | 12,33 | 11,84 | 1292 | 1300 | 1327 | 13,03
HDV-1b| 8550 [WO4[0W| 1406 | 14,15 | 1487 | 1502 | 14,9 | 1527
HDV-1c| 87,67 | 8594 |1 93,58 9,95 9,77 11,27 9,37 9,79
HDV-1d| 88.16 | 8585 | 90,05 |19854 | 1023 | 10,97 | 10,95 | 12,02
HDV-1e| 87.08 | 8513 | 9023 | 89,77 |1 9584 1146 | 1066 | 11,02

H?\I'- 87,00 | 8498 | 8873 | 8904 | 8854 | 9331 10,27 10,06

H1DI\I'- 86,73 | 8504 | 90,63 | 89,05 | 8934 | 8973 | 9421 10,02

":DI\I: 86,97 | 84,73 | 90,21 87,98 | 8898 | 8994 | 89,98 | 97,09
"Intrasubtypische Ubereinstimmung (dunkelorange), intersubtypische Ubereinstimmung (orange)
und intersubtypische Variabilitdt (hellorange) der HDV-1 Subtypen 1a bis 1e und der potenziellen
HDV-1 Subtypen 1-I bis 1-lll wurden paarweise berechnet. In der Tabelle sind arithmetische Mittel-
werte in Prozent angegeben.

Insgesamt konnten durch phylogenetische Analysen von 157 mongolischen Deltavirusiso-
laten drei potenzielle neue HDV-1 Subtypen (1-1 bis 1-lIl) identifiziert werden mit einer in-
trasubtypischen Ubereinstimmung von < 97,09 % und einer intersubtypischen Variabilitat
von £ 10,27 %.

HDV-Genotypen 1 bis 8 weisen eine grol3e intragenotypische Variabilitat auf. Daher be-
schrieb Karimzadeh et al. [45] eine Einteilung in Subtypen mit einer intersubtypischen Dif-

ferenz von = 3 % bis < 10 %. Eine ahnliche intersubtypische Variabilitdt wiesen die drei vor-
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her noch nicht beschriebenen Subtypen HDV-1-I bis 1-Ill auf. Die intrasubtypische Uber-
einstimmung und intersubtypische Variabilitat der potenziellen HDV-1-1 bis 1-Ill Subtypen

wurde berechnet als Definitionsmerkmale einer moglichen Klassifikation in Subtypen.

3.3 Haufigkeitsverteilung der HLA-Klasse I-Allele

Uber die Haufigkeitsverteilung der HLA-Klasse I-Allele in der Mongolei wurden bisher nur
wenige Daten veroffentlicht. Zur Erweiterung der Datenlage wurden HLA-Klasse |-Allelfre-
quenzen in der HepMongolia-Kohorte berechnet und mit Daten der Allele Frequency Net
Database verglichen. Dazu wurden HLA-Klasse |-Antigene aus Vollblut molekulargenetisch
mittels NGS am Institut flr Transplantationsdiagnostik und Zelltherapeutika des UKD be-
stimmt. Die Allelfrequenzen wurden aus der totalen Kopienzahl der Allele in der Kohorte
berechnet (Allele/2x Anzahl der Probanden). Die Allelfrequenzen sind wie in der Allele Fre-
quency Net Database [101] in Dezimalzahlen angegeben, um einen Vergleich mit den Da-
ten aus der Mongolei durchzufihren. Die Analyse der Allele Frequency Net Database re-
prasentiert die durch bisher durchgefihrte Studien bekannte Verteilung von
HLA-Klasse |-Allelen in der Mongolei. Von insgesamt 132 mongolischen Deltavirusisolaten
konnten HLA-Klasse |-Antigene erfolgreich bestimmt werden. Die HLA-A-Allelfrequenzen
der HepMongolia-Kohorte sind in Abb. 3.11 und die HLA-B-Allelfrequenzen der HepMon-
gilai-Kohorte in Abb. 3.12 dargestellt. HLA B*49 und HLA B*67 wurden in der HepMongo-
lia-Kohorte nur bei jeweils einem Probanden nachgewiesen und wurden aufgrund der ge-
ringen Anzahl und dadurch bedingten fehlenden Aussagekraft nicht in der Allelfre-
quenz-Analyse berlcksichtigt. Daher sind HLA B*49 und HLA B*67 in Abb. 3.11 und
Abb. 3.12 nicht aufgefuihrt. Zudem wurden HLA-Klasse I|-Allelfrequenzen aus den sieben
mongolischen Populationen ,Buryat® [102], ,Khalkha“ [103], ,Khalkha pop2“ [104],
,0o0ld* [105], ,Tarialan Khoton” [106], , Tsaatan” [107], ,Ulaanbaatar Khalkha” [108] der Al-
lele Frequency Net Database [101] analysiert. Die Ergebnisse der Analyse sind ebenfalls
in den oben genannten Abbildungen (Abb. 3.11, Abb. 3.12) dargestellt. Verteilungsunter-
schiede der HLA-A-Allelfrequenzen von > 10 % wurden bei HLA-A*02-positiven Probanden
im Vergleich zu den Populationen ,Buryat®, ,Tarialan Khoton” und ,Ulaanbaatar Khalkha”
festgestellt (Abb. 3.11). Verteilungsunterschiede der HLA-B-Allelfrequenzen von > 10 %
wurden bei HLA-B*38-positiven Probanden im Vergleich zu der Population ,Tarialan Kho-
ton”, bei HLA-B*40-positiven Probanden im Vergleich zu der Population ,Khalkha pop2“ und
bei HLA-B*58-positiven Probanden im Vergleich zu der Population ,Tsaatan” festgestellt
(Abb. 3.12).
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Abb. 3.11: HLA-A-Allelfrequenzen der HepMongolia Kohorte und sieben
mongolischer Populationen der Allele Frequency Net Database

Die HLA-A-Allelfrequenzen aus sieben mongolischen Populationen [102-108], aufgefiihrt in der Al-
lele Frequency Net Database [101], reprasentieren die bekannte Verteilung von HLA-A-Allelen in der
Mongolei (grau). Die HLA-A-Allele von 132 HepMongolia-Sequenzen wurden am Institut fir Trans-
plantationsdiagnostik und Zelltherpeutika des Universitatsklinikums Dusseldorf mittels Next Genera-
tion Sequencing bestimmt und die Frequenz der einzelnen HLA-Klasse I-Allele (rot) berechnet. Alle
aufgefuhrten Allelfrequenzen sind in Dezimalzahlen angegeben und berechnet aus der totalen Ko-
pienzahl der Allele in der Population (Allele/2x Anzahl der Probanden). Mit rotem Pfeil wurden
HLA-A-Allele mit einem Verteilungsunterschied von > 10 % zur HepMongolia-Kohorte markiert.
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Abb. 3.12: HLA-B-Allelfrequenzen der HepMongolia Kohorte und sieben
mongolischer Populationen der Allele Frequency Net Database

Die HLA-B-Allelfrequenzen aus sieben mongolischen Populationen [102-108], aufgefiihrt in der Al-
lele Frequency Net Database [101], reprasentieren die bekannte Verteilung von HLA-B-Allelen in der
Mongolei (grau). Die HLA-A-Allele von 132 HepMongolia-Sequenzen wurden am Institut fir Trans-
plantationsdiagnostik und Zelltherpeutika des Universitatsklinikums Dusseldorf mittels Next Genera-
tion Sequencing bestimmt und die Frequenz der einzelnen HLA-Klasse I-Allele (rot) berechnet. Alle
aufgefiihrten Allelfrequenzen sind in Dezimalzahlen angegeben und berechnet aus der totalen Ko-
pienzahl der Allele in der Population (Allele/2x Anzahl der Probanden). Mit rotem Pfeil wurden
HLA-B-Allele mit einem Verteilungsunterschied von > 10 % zur HepMongolia-Kohorte markiert.

Die meisten HLA-Allelfrequenzen der HepMongolia-Kohorte zeigen Verteilungsunter-
schiede von < 10 % zu den HLA-Allelfrequenzen der bereits verdffentlichten mongolischen
Daten aus der Allele Frequency Net Database auf. Somit bestatigen die Haufigkeitsvertei-
lungen der HLA-Klasse I-Allele der HepMongolia-Kohorte bereits bekannte mongolische
Haufigkeitsverteilungen und erweitern die Datenlage zu HLA-Klasse I-Allelfrequenzen in

der Mongolei.
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3.4 Hinweise auf eine Anpassung an

HLA-Klasse l-assoziierten Selektionsdruck

3.4.1 Virale Sequenzpolymorphismen in mongolischen
Deltavirusisolaten sind assoziiert mit spezifischen
HLA-Klasse I-Allelen

Vergangene Studien beobachteten, dass der HLA-Klasse I-assoziierte Selektionsdruck ei-
nen Einfluss auf die Evolution von HDV hat [86, 109]. Bisher ist jedoch wenig Uber die
Selektion viraler Sequenzpolymorphismen und das Ausmalfd der Immunevasion bekannt.
Daher wurde der HLA-Klasse |-assoziierten Selektionsdruck viraler Sequenzpolymorphis-
men in der HepMongolia-Kohorte analysiert. Daflir wurden virale Sequenzpolymorphismen
des S-HDAg auf statistisch signifikante Assoziationen mit HLA-Klasse I-Allelen untersucht.
Mit Hilfe von Geneious wurden die nach Sanger sequenzierten mongolischen Deltavirusiso-
late visualisiert und kuratiert. HLA-Klasse I-Antigene wurden mittels NGS bestimmt. Von
insgesamt 132 mongolischen Deltavirusisolaten lagen sowohl Sequenzen des S-HDAg als
auch HLA-Klasse I-Antigene vor. Um HLA-footprints zu identifizieren, wurde eine Analyse
mit dem Algorithmus SeqFeatR durchgefuhrt. Der Begriff HLA-footprints bezeichnet Se-
quenzpolymorphismen, die in Prasenz von bestimmten HLA-Klasse I-Allelen signifikant
haufiger vorkommen [110]. Als Grenzwert der statistischen Analysen wurde ein
p-Wert < 0,05 festgelegt. Zusatzlich zum p-Wert wurde die FDR zur Korrektur multipler Te-
stungen bestimmt und ein Grenzwert von < 0,2 festgelegt. Diese Grenzwerte wurden in
ahnlichen Studien zu HIV [111] und HBV etabliert [78] und in unserer Arbeitsgruppe flr
Auswertungen einer vergleichbaren Studie zu HBV bereits erfolgreich angewendet [112].
Die SeqFeatR-Analyse detektierte zwolf HLA-footprints innerhalb des S-HDAg. Die Halfte
(sechs von zwolf) der signifikanten Sequenzpolymorphismen waren assoziiert mit
HLA-A-Allelen, die andere Halfte (sechs von zwdlf) mit HLA-B-Allelen (Tabelle 12).
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Tabelle 12: Signifikante Assoziation viraler Sequenzpolymorphismen mit
HLA-Klasse I-Allelen
Nummer | HLA-Allel | AS'-Position Polyﬁf;'r‘:;’i‘:r'nusz p-Wert? FDR*
1 B*37° 101 D101E, E/D 2,59E-09 1,46E-06
2 A*33 83 S83A, T, P/S, A/S, SIF 3,23E-05 6,08E-03
3 A*33 15 E15D, Q 1,56E-05 6,08E-03
4 B*54 49 P49L, S, P/L 8,97E-05 5,07E-02
5 A*68 81 V81l 1,16E-04 6,55E-02
6 A*33 16 V16l A, T 5,87E-04 8,29E-02
7 B*37 100 Q100E 4,83E-04 9,10E-02
8 B*48 25 K25R 1,93E-04 1,09E-01
9 A*02 15 E15D 3,54E-04 1,31E-01
10 B*48 128 E128E/G 6,97E-04 1,31E-01
11 B*48 8 K8R 1,35E-03 1,91E-01
12 A*30 102 H102H/Y, H/P 6,94E-04 1,96E-01

TAminosaure, 2unter Sequenzpolymorphismus sind Aminosauren (AS) in international glltigen Sym-
bolen (Buchstaben) angegeben. AS-Ambiguitaten (Mehrdeutigkeit der DNA-Sequenz) sind mit
Schréagstrich dargestellt. In dieser Arbeit am haufigsten vorkommende Aminosauresubstitutionen
sind fett gedruckt. 3p-Wert (Grenzwert < 0,05), “False Discovery Rate (Grenzwert < 0,2), p-Werte
und FDR sind als wissenschaftliche Zahl aufgefiihrt. 5Vorher beschrieben von Karimzadeh et al. [87].

Die oben beschriebenen Sequenzpolymorphismen zeigten eine signifikante Assoziation zu
sieben verschiedenen HLA-Klasse I-Allelen. Dabei zeigten die HLA-Klasse I-Allele A*33,
B*37 und B*48 eine signifikante Assoziation zu mehr als einem Sequenzpolymorphismus
auf (Abb. 3.13).
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Abb. 3.13: Signifikante Assoziationen zwolf viraler Sequenzpolymorphismen innerhalb

des Small-Hepatitis Delta Antigen (S-HDAg) mit HLA-Klasse I-Allelen

HLA-Klasse I-Allele von 132 mongolischen Sequenzen des S-HDAg wurden analysiert. Dafiir wur-
den HLA-Klasse I-Antigene molekulargenetisch am Institut fir Transplantationsdiagnostik und
Zelltherpeutika des Universitatsklinikums Disseldorf mittels Next Generation Sequencing bestimmt.
Anschlielend wurde eine Analyse mit dem Algorithmus SeqfFeatR durchgefiihrt. Der p-Wert < 0,05
(rot) wurde als statistisch signifikanter Grenzwert festgelegt. Dargestellt sind alle 1/p-Werte (Ordi-
nate), angegeben in wissenschaftlichen Zahlen. Auf der Abszisse ist die jeweilige Position im
S-HDAg angegeben. Die Analyse basiert auf einem Konsensus-Aligment (Konsensussequenz) ge-
neriert aus 132 HepMongolia-Sequenzen mit dem Programm Geneious. Virale Sequenzpolymor-
phismen sind mit Abkiirzung der Aminosaure (AS) in international giiltigen Symbolen (Buchstaben)
der Konsensussequenz, der Position im S-HDAg und Abklrzung der AS abweichend von der Kon-
sensussequenz (rot) dargestellt. X steht fir AS-Ambiguitdten (Mehrdeutigkeit der DNA-Sequenz).
Signifikante Assoziationen zwolf viraler Sequenzpolymorphismen mit HLA-Allelen (rot).
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Folglich wurde eine statistisch signifikante Assoziation zwischen viralen Sequenzpolymor-
phismen und HLA-Klasse I-Allelen an zwdlf Positionen und mit sieben verschiedenen Alle-

len identifiziert.

3.4.2 HLA-footprints liegen uberwiegend in Bereichen mit
dem passenden Bindungsmotiv fur das relevante
HLA-Klasse I-Molekiil

In vorhergehenden Arbeiten wurden HLA-footprints in Deltavirusisolaten beschrieben, die
bevorzugt in vorhergesagten CD8" T-Zellepitopen lokalisiert waren [86, 87]. Daher wurde
als Nachstes geprtft, ob auch hier die identifizierten HLA-footprints der HepMongolia-Ko-
horte bevorzugt in Bereichen liegen, die ein Bindungsmotiv fur das relevante HLA Klasse
I-Molekil enthalten. Daflir wurde Uber das Web Portal der IEDB [99] in silico fir HLA-foot-
print aufweisende Positionen geprift, ob entsprechende Bindungsmotive flr das relevante
HLA Klasse I-Molekul vorliegen, die als mogliche Kandidatenepitope in Frage kommen.
Dazu wurde aus 132 mongolischen, das S-HDAg abdeckenden Sequenzen, eine Konsen-
sussequenz generiert. Die Konsensussequenz und die sieben HLA-Klasse I-Allele
HLA-A*02, A*30, A*33, A*68, B*37, B*48 und B*54 wurden mittels IEDB recommended
2020.09 (NetMHCpan EL 4.1)-Methode ausgewertet zur Vorhersage von Peptiden, die an
MHC-Klasse-I-Molekilen binden. Die Peptide wurden nach Predicted IC50 sortiert.
HLA-footprint aufweisende Peptide mit der hdchsten Affinitat zum MHC-Klasse-I-Molekdl
(héchster Score) wurden ausgewahlt. Basierend auf vorangegangenen Publikationen [113,
114] und einer vergleichbaren Studie unserer Arbeitsgruppe zu HBV [112] wurde ein
IEDB-Ergebnis von < 1 als hohe Affinitat von Peptid und entsprechendem HLA-Molekdl ein-
gestuft.

Fur die zwolf HLA-footprints konnten insgesamt elf Peptide als mdgliche CD8* T-Zell-Kan-
didatenepitope vorhergesagt werden mit einem /[EDB-Score von < 0,8 und = 0,002 (Ta-
belle 13).

61



Ergebnisse

Tabelle 13: Virale Sequenzpolymorphismen assoziiert mit HLA-Klasse I-Allelen und
lokalisiert in Peptiden, die an MHC-Klasse-I-Molekiilen binden

Nummer | HLA-Allel Polyﬁfj‘;‘;’i‘;ﬂuy IEDB? s | scoret
1 B*37° D101E, EID QDHRRRKAL | 100-108 | 0,129878
2 A"33 | S83A, T, PIS, AIS, SIF | EVDSGPRKR | 80-88 | 0556409
3 A"33 E15D, Q EVLEQWVNGR | 15-24 | 0,644931
4 B*54 P49L, S, P/L ng® ng® ng®
5 A"68 Vi EVDSGPRKR | 80-88 | 0842877
6 A"33 VGLA T EVLIEQWVNGR | 15-24 | 0,644931
7 B"37 Q100E QDHRRRKAL | 100-108 | 0,129878
8 B48 K25R KKLEELERDL | 25-34 | 0023465
9 A2 E15D GREEVLEQW | 12-20 | 0,002356
10 B48 E128E/G REEEEELKRL | 124-133 | 0,018859
11 B48 KeR KKNRGGREEVL | 7-17 | 0,016605
12 A"30 H102HIY, HIP RQDHRRRK | 99-106 | 0,061858

'Unter Sequenzpolymorphismus sind Aminosauren (AS) in international gliltigen Symbolen (Buch-
staben) angegeben. Am haufigsten vorkommende AS sind fett gedruckt. AS-Ambiguitaten (Mehr-
deutigkeit der DNA-Sequenz) sind mit Schragstrich dargestellt. 2lmmune Epitope Database, unter
IEDB sind Positionen der viralen Sequenzpolymorphismen unterstrichen und fett gedruckt. *Amino-
saure, “die IEDB [99] gibt fUr jedes Peptid (CD8* T-Zellepitop) einen Score zwischen null und eins
an. Je hoher der Score, desto hoher ist die Affinitat des Peptids und entsprechenden HLA-Mole-
kil.> Vorher beschrieben von Karimzadeh et al. [87], ®nicht gefunden (/EDB ohne Vorhersage eines
korrelierenden Peptids).

Die starkste Assoziation wurde an Position 101 des S-HDAg bei HLA-B*37-positiven
HDV-infizierten Probanden mit einem p-Wert von 2,59 x 10" und einer FDR von 1,46 x 10®
identifiziert. Diese Assoziation wurde bereits von Karimzadeh et al. [87] beschrieben. Dabei
wiesen 66,67 % der HLA-B*37-positiven HDV-infizierten Probanden die AS-Substitution
Asparaginsaure (D) zu Glutaminsaure (E) an dieser Position auf. Bei einem von
18 HLA-B*37-positiven HDV-infizierten Probanden wurde eine Mehrdeutigkeit der DNA-Se-
quenz und somit der AS (AS-Ambiguitat) festgestellt. Die AS-Ambiguitat umfasst die Ami-
nosauren Asparaginsaure (D) und Glutaminsaure (E) und wurde hier als Substitution und
somit als Glutaminsaure (E) gewertet. Zudem wiesen HLA-B*37-positive HDV-infizierte
Probanden im gleichen Peptid an Position 100 einen statistisch signifikanten Sequenzpoly-
morphismus mit einem p-Wert von 4,83 x 10* und einer FDR von 9,10 x 10" auf. Bei
44,44 % der HLA-B*37-positiven HDV-infizierten Probanden wurde die Substitution der AS
Glutamin (Q) zu Glutaminsaure (E) nachgewiesen (Abb. 3.14).
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Abb. 3.14: Haufigkeit viraler Sequenzpolymorphismen in einem an

MHC-Klasse-I-Molekiile bindenden Peptid HLA-B*37-positiver Probanden

Mit dem Algorithmus SeqFeatR wurden signifikante Assoziationen viraler Sequenzpolymorphismen
in 132 HepMongolia-Sequenzen mit bekannten HLA-Klasse I-Allelen (HLA-footprints) analysiert. Die
Analyse basiert auf einer Konsensussequenz der 132 HepMongolia-Sequenzen erstellt mit dem Pro-
gramm Geneious. Mittels Immune Epitope Database (IEDB) [99] wurden HLA-footprint aufweisende
Peptide, die an MHC-Klasse-I-Molekiile binden, vorhergesagt. Die Aminosaure (AS)-Sequenzen des
Peptids ist hier in international giiltigen AS-Symbolen (Buchstaben) auf der Abszisse aufgefiihrt.
Vorhergesagtes Peptid ist innerhalb des S-Hepatitis Delta Antigen (S-HDAg) lokalisiert. Die Analyse
ergab, dass HLA-B*37-positive Probanden (rot) im Vergleich zu HLA-B*37-negativen Probanden
(grau) signifikante Sequenzpolymorphismen an den Positionen 100 und 101 aufweisen. Der Anteil
der nicht der Konsensussequenz entsprechenden Proben (nicht Konsensus) ist hier in Prozent an-
gegeben. Das Peptid erstreckt sich von Position 100 bis 108. An den Positionen 100 und 101 sind
oberhalb der Balken zusatzlich die viralen Sequenzpolymorphismen (AS-Substitutionen)
HLA-B*37-positiver Probanden angegeben.

Bisher nicht zuvor identifizierte HLA-footprints mit einer ebenfalls hohen statistischen Sig-
nifikanz werden im Folgenden beispielhaft anhand der HLA-Klasse I-Allele A*33 und B*68
beschrieben. Bei HLA-A*33-positiven HDV-infizierten Probanden wurden statistisch signifi-
kante Assoziationen zu zwei Sequenzpolymorphismen nachgewiesen. Diese waren inner-
halb des Peptids mit der AS-Abfolge EVLEQWVNGR (Position 15 bis 24 des S-HDAg) lo-
kalisiert. Fir den Sequenzpolymorphismus E15D/Q wurde ein p-Wert von 1,56 x 10° und
eine FDR von 6,08 x 10° berechnet. Dabei zeigten 53,33 % der HLA-A*33-positiven
HDV-infizierten Probanden eine AS-Substitution an Position 15 des S-HDAg auf. Am hau-
figsten war die AS-Substitution Glutaminsaure (E) zu Asparginsaure (D) (Abb. 3.15). Fur
den Sequenzpolymorphismus V16I/A/T wurde ein p-Wert von 5,87 x 10 und eine FDR von
8,29 x 10 berechnet. Dabei zeigten 60,00 % der HLA-A*33-positiven HDV-infizierten Pro-
banden eine AS-Substitution an Position 16 des S-HDAg auf. Am haufigsten war die
AS-Substitution Valin (V) zu Isoleucin (I) (Abb. 3.15).

HLA-B*68-positive HDV-infizierte Probanden zeigten eine statistisch signifikante Assozia-
tion zum Sequenzpolymorphismen V81I. Dieser war innerhalb des Peptids mit der AS-Ab-
folge EVDSGPRKR (Position 80 bis 88 des S-HDAg) lokalisiert. Die statistische Berech-
nung ergab einen p-Wert von 1,16 x 10* und eine FDR von 6,55 x 102. Dabei zeigten
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87,50 % der HLA-A*68-positiven HDV-infizierten Probanden die Substitution der AS Valin
(V) zu Isoleucin (l) an Position 81 des S-HDAg auf (Abb. 3.15).
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Abb. 3.15: Signifikante virale Sequenzpolymorphismen in zwei an
MHC-Klasse-I-Molekiile bindenden Peptide HLA-A*33- und A*68-positiver
Probanden

Mit dem Algorithmus SeqFeatR wurden signifikante Assoziationen viraler Sequenzpolymorphismen
von 132 HepMongolia-Sequenzen mit bekannten HLA-Klasse I-Allelen (HLA-footprints) analysiert.
Die Analyse basiert auf einer Konsensussequenz der 132 HepMongolia-Sequenzen erstellt mit dem
Programm Geneious. Der Anteil der nicht der Konsensussequenz entsprechenden Proben (nicht
Konsensus) ist hier in Prozent angegeben. Mittels Immune Epitope Database (IEDB) [99] wurden
HLA-footprint aufweisende Peptide, die an MHC-Klasse-I-Molekiile binden, vorhergesagt. Die Ami-
nosaure (AS)-Sequenzen der Peptide sind hier in international glltigen AS-Symbolen (Buchstaben)
auf der Abszisse aufgefiihrt. Vorhergesagte Peptide sind innerhalb des Small-Hepatitis Delta Antigen
(S-HDAg) lokalisiert. (A) HLA-A*33-positive Probanden (rot) weisen im Vergleich zu HLA-A*33-ne-
gativen Probanden (grau) signifikante Sequenzpolymorphismen an den Positionen 15 und 16 auf.
Diese liegen innerhalb des sich von Position 15 bis 24 erstreckenden Peptids. An den Positionen 15
und 16 sind oberhalb der Balken zusatzlich die haufigsten viralen Sequenzpolymorphismen
(AS-Substitutionen) HLA-A*33-positiver Probanden angegeben. (B) HLA-A*68-positive Probanden
(rot) weisen im Vergleich zu HLA-A*68-negativen Probanden (grau) einen signifikanten Sequenzpo-
lymorphismus an Position 81 auf. Dieser liegt innerhalb des sich von Position 80 bis 88 erstrecken-
den Peptids. An Position 81 ist oberhalb des Balkens zusatzlich der virale Sequenzpolymorphismus
(AS-Substitution) HLA-B*68-positiver Probanden angegeben.

64



Ergebnisse

Elf von zwoIf HLA-footprint aufweisende Positionen lagen innerhalb von Peptiden, die an
MHC-Klasse-I-Molekile binden. Einer dieser HLA-footprints wurde bereits in einer vorheri-
gen Studie beschrieben [87]. Somit finden sich HLA-footprints an elf Positionen als Evidenz
fur eine virale Evasion von der HLA-Klasse I-spezifischen Immunantwort, von denen zehn
auf maogliche neue, bisher noch nicht experimentell bestatigte, CD8" T-Zellepitope hinwei-
sen (Tabelle 13).

Oben beschriebene HLA-footprint aufweisende Peptide waren innerhalb der ersten zwei
Drittel des S-HDAg lokalisiert (von Position acht bis 128), kein HLA-footprint war im letzten
Drittel des S-HDAg lokalisiert. Somit sparen sie den C-Terminus des HDAg aus (Abb. 3.16).
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1 7-KKNRGGREEVL-17
8 — HLA-B*48
15 12-GREEVLEQW—20 HLA-A*02
15-EVLEQWVNGR-24 B
15/126 25-KKLEELERDL-34 HLA-A"33
5 — - HLA-B*48
49
49 =1 HLA-B*54
80-EVDSGPRKR-88
— A*
81 80- EVDSGPRKR-88 HLA-A"68
100/101 L R e HLA-B*37
— _R*
99-RQDHRRRK-106
102 < = HLA-A*30
124-REEEEELKRL-133
195 S-HDAg
214 L-HDAg
Abb. 3.16: Virale Sequenzpolymorphismen sparen das hintere Drittel des

Small-Hepatitis Delta Antigen (S-HDAg) aus

Verteilung identifizierter HLA-footprints im Hepatits Delta Antigen (HDAg). Das HDAg ist in das
Large-HDAg (L-HDAg, dunkelblau) und Small-HDAg (S-HDAg, hellblau) aufgeteilt ist. Peptide, die
an MHC-Klasse-I-Molekile binden, wurden mittels Immune Epitope Database (IEDB) [99] vorherge-
sagt. Mit rotem Pfeil markiert sind HLA-footprints, die innerhalb dieser Peptide lokalisiert sind. Die
Aminosaure (AS-)sequenz der vorhergesagten Peptide ist Gber dem zugehdorigen Pfeil hier in inter-
national gultigen AS-Symbolen (Buchstaben) aufgefiihrt. Unterstrichen sind die Positionen der Se-
quenzpolymorphismen. ,ng“ steht flr nicht gefunden, da die IEDB kein Peptid fir das HLA-B*54-Allel
vorhersagen konnte.
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4 Diskussion

Die kontinuierliche Anpassung chronischer Virusinfektionen an einen HLA-Klasse l-assozi-
ierten Selektionsdruck wurde bereits fur HIV [80-82], HCV und HBV [72, 78, 112, 115] be-
schrieben. Eine virale Evasion vor der adaptiven Immunantwort durch Selektion von Del-
tavirus-Sequenzpolymorphismen in CD8" T-Zellepitopen konnte ebenfalls zu einer viralen
Persistenz flhren. HLA-Klasse l-assoziierte Deltavirus-Sequenzpolymorphismen wurden
sowohl in einer internationalen, kollaborativen Patientenkohorte [86, 87] identifiziert als
auch funktionell in Zielepitopen der CD8" T-Zell-Antworten [86, 87, 109, 116] charakterisiert.
In zwei zu dieser Arbeit vergleichbaren Studien von Karimzadeh et al. aus dem Jahr
2018 [86] und 2019 [87] wurden bereits 21 HLA-footprints fir HDV identifiziert. Davon wur-
den flinf korrespondierende CD8" T-Zellepitope durch die Erkennung von peptid-stimulier-
ten CD8" T-Zelllinien experimentell bestatigt [87]. Um das AusmafR der Evasion vor dem
adaptiven Immunsystem weiterfihrend zu charakterisieren, wurden in dieser Arbeit Deltavi-
rus-Sequenzpolymorphismen in Assoziation zum HLA-Typ des Wirtes in einer mongoli-
schen Patientenkohorte (n =1310) charakterisiert. Die Analysen dieser Arbeit zeigten,
dass ein HLA-Klasse I-Selektionsdruck zur Verbreitung von Deltavirus-Sequenzpolymor-
phismen in der Mongolei fuhrt. Zehn noch nicht zuvor beschriebene HLA-footprints starken

die Evidenz fur eine Evasion vor der HLA-Klasse I-spezifischen Immunantwort.

4.1 Persistierend hohe HDV-Pravalenz trotz

Einfuhrung von HBV-Impfprogrammen

Die Mongolei weist eine hohe HBV- und HDV-Pravalenz auf. Nationale Studien beschrie-
ben eine HBsAg-Pravalenz von 10 % [117] bis 10,6 % [37]. Die HDV-Pravalenz von zuvor
HBsAg-positiv Getesteter betrug in mehreren mongolischen Studien zwischen 36,9 % und
61 % [7, 19, 38]. Die Stichprobengrolie der bisher durchgefiihrten Studien war mit < 500
Probanden gering [7]. Aus diesem Grund wurde fiir die Analysen dieser Arbeit eine grolRe
mongolische Patientenkohorte mit 1310 Probanden etabliert. In der HepMongolia-Kohorte
betrug die HBsAg-Pravalenz 32,98 %. Davon wurden 64,35 % anti-HDV positiv getestet.
Im Vergleich zu friheren Studien Uber die mongolische Allgemeinbevoélkerung wurde in der
HepMongolia-Kohorte eine héhere Pravalenz sowohl an HBsAg-positiv Getesteter als auch
an HBV/HDV Co-Infektionen festgestellt. Eine mogliche Erklarung ist die Art der Proben-
rekrutierung der HepMongolia-Kohorte, da Uberwiegend Serumproben von Probanden mit

selbst-berichteten Lebererkrankungen gesammelt wurden [118]. Bei 76,62 % der
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anti-HDV-positiven Probanden konnte HDV-RNA detektiert werden. Vergleichbare Ergeb-
nisse mit einer HDV-RNA-Detektionsrate von 65,6 % [119] und 74,4 % [120] wurden in Stu-

dien mit Hepatitis-Hochrisikogruppen beschrieben.

Trotz EinfUhrung der HBV-Impfprogramme 1991 [70] persistieren HBV-/HDV-Infektionen in
der jungeren Bevolkerung der Mongolei. Edstam et al. [121] beobachteten 2002 inkom-
plette HBV-Impfserien haufiger bei Kindern aus landlichen Regionen als bei Kindern aus
urbanen Regionen. Interessanterweise war die HBsAg-Pravalenz der Kinder aus dem
Aimag Bayanhongor mit 40 % unerwartet hoch trotz implementierter HBV-Impfprogrammen.
Daruber hinaus berichteten Edstam et al. von einer nicht publizierte Studie (Dahgwahdorj
et al., 1999), die im Aimag Umnugovi eine HBsAg-Pravalenz von 16 % bei Kindern im Alter
zwischen null und acht Jahren feststellte [121]. Tsatsralt-Od et al. [19] beschrieben 2007,
dass trotz einer hohen HBV-Impfrate von 88,7 % bei 9,8 % der getesteten Kinder im Alter
von 0,3 Jahren bis 15 Jahren HBsAg und oder HBV-DNA nachgewiesen wurde. Von den
Kindern mit persistierender HBV-Infektion zeigten 20 % eine HDV-Infektion auf. Die Alters-
gruppe der 11- bis 15-Jahrigen wies mit 29,5 % den hdchsten Anteil an nicht HBV-Immuni-
sierten im Vergleich zu den jiingeren Altersgruppen (4 Monate bis 10 Jahre) auf [19]. Uber-
einstimmend mit den Beobachtungen von Edstam et al. [121] und Tsatsralt-Od et al. [19]
zeigte sich in der HepMongolia-Kohorte eine niedrige HBV-Durchimpfungsrate und eine
hohe HBV-/HDV-Infektionsrate, auch bei jungen mongolischen Probanden. Die Proben der
HepMongolia-Kohorte stammen hauptsachlich aus landlichen mongolischen Regionen mit
einer Rate an geimpften Probanden von 30 % innerhalb der HbsAg-nicht-reaktiv Getesteten.
Eine héhere Rate von 44 % zeigte die serologische Konstellation einer durchgemachten
HBV-Infektion und eine niedrigere Rate von 27 % zeigte keinen serologisch nachweisbaren
HBV-Kontakt. Das mediane Alter der anti-HDV-positiven Probanden betrug 46 Jahre mit
einer Bandbreite von 21 bis 86 Jahren. Davon wiesen 26,62 % der anti-HDV-positiven Pro-
banden ein Alter unter 40 Jahren auf. Somit scheinen HBV-/HDV-Infektionen in der jinge-
ren Bevolkerung der Mongolei zu persistieren mit einer unzureichenden Durchimpfungsrate.
Mégliche Griinde fir eine unzureichende Durchimpfungsrate, insbesondere in landlichen
Regionen, beschrieben Edstam et al. [121] unter Bezugnahme auf einen WHO-Bericht von
1999. Aufgrund fehlender Infrastruktur, grof3er Entfernungen, mangelnder Kommunikation,
o6konomischer Unterschiede und geringer Bevolkerungsdichte ist der Zugang der landlichen,
mongolischen Bevolkerung zu medizinischer Versorgung eingeschrankt [121]. Zudem be-
schrieb die WHO in einem Bericht von Dezember 2019 [122], dass trotz vielfaltiger Veran-
derungen im Gesundheitssystem immer noch viele Menschen in der Mongolei nicht die
medizinische Versorgung erhalten, die sie benétigen. Daher scheinen Grinde fir eine in-

komplette Impfserie in landlichen Regionen eine nach wie vor unzureichend ausgebaute
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Infrastruktur zu sein, wodurch die Impfung nicht bei den Kindern bzw. zustandigen Gesund-
heitsinstitutionen ankommen kann. Erschwerend kommt die Nomadenkultur hinzu, bei der
ein Ortswechsel dazu fiihren kann, dass die Impfserie eines Kindes unterbrochen wird. Die
Ergebnisse der HepMongolia-Kohorte zeigen, dass trotz vielfaltiger Veranderungen im Ge-
sundheitssystem die HBV-Durchimpfungsrate weiterhin niedrig und die HBV-/HDV-Infekti-

onsrate persistierend hoch ist.

4.2 Hohe Sequenzvariabilitat des HDV-Genotyps 1

HCV, ein RNA-Virus mit einer hohen genetischen Diversitat wie HDV, wird in acht Genoty-
pen und mehr als 100 Subtypen eingeteilt. HCV-Subtypen unterscheiden sich in ihrer Nuk-
leotidsequenz zwischen 20 % und 25 %. Isolate eines Subtyps kdnnen sich in bis zu 10 %
unterscheiden [123]. Vergleichbar unterscheiden sich die vorgeschlagenen Subtypen von
Karimzadeh et al. [45], HDV-1a bis 1e, und die potenziellen HDV-Subtypen der HepMon-

golia-Kohorte, Clade 1-I bis 1-Il, in ihrer Nukleotidsequenz zwischen > 9 % und < 16 %.

Zur Untersuchung der Sequenzvariabilitat von HDV in der Mongolei wurden 182 Proben
erfolgreich mittels Semi-nested-PCR amplifiziert. Bei 31 Proben konnten in der Kapillar-
elektrophorese bzw. Agarose-Gelelektrophorese keine Amplifikationsprodukte nachgewie-
sen werden, meist aufgrund einer niedrigen Viruslast oder zu wenig Material fir die Extrak-
tion und Amplifikation der Virusisolate. Von insgesamt 157 Sequenzen konnte das S-HDAg
erfolgreich sequenziert werden. Bei den restlichen Proben mit nachweisbaren
HDV-RNA-Amplifikationsprodukten war die Sequenzierung unvollstandig. In den meisten
Fallen war der Grund daflr, wie bereits oben beschrieben, eine zu geringe Viruslast in der
Probe [118].

Die phylogenetische Analyse ergab eine Zuordnung der gesamten mongolischen Deltavi-
rusisolate zum HDV-Genotyp 1. Studien, in denen HDV-Genotypen in der Mongolei be-
stimmt wurden, bestatigen dieses Ergebnis [7, 19, 117, 120, 124, 125]. International gulltige
Definitionskriterien fir HDV-Subtypen wurden bisher nicht festgelegt. Da das HDV-Genom,
insbesondere HDV-1, eine hohe genetische Diversitat aufweist, schlugen Le Gal et al. [44]
2017 eine Subklassifikation von HDV-1 in 4 Subtypen (HDV-1a bis 1d) mit einer intersubty-
pischen Differenz zwischen 14,6 % und 16 % vor. Eine Folgestudie von Karimzadeh et
al. [45] schlug 2019 ebenfalls eine moégliche Subklassifikation von HDV-1 vor und veréffent-
lichte Referenzsequenzen fur finf potenzielle HDV-1 Subtypen (HDV-1a bis 1e) mit einer
intersubtypischen Differenz von =3 % und < 10 %. Um Deltavirusisolate der HepMongo-
lia-Kohrte ebenfalls in potenzielle Subtypen zu klassifizieren, wurden phylogenetische Ana-

lysen mit oben aufgefihrten HDV-1a bis 1e klassifizierten Referenzsequenzen von Karim-
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zadeh et al. [45] durchgeflihrt. Die Deltavirusisolate der HepMongolia-Kohorte konnten kei-
nem der HDV-1a bis 1e klassifizierten Subtypen zugeordnet werden. Eine Ausnahme bildet
die Sequenz B14 aus dem Sum Bulgan, die zum Subtyp HDV-1c zugeordnet werden konnte.
Isolate des Subtyps HDV-1c stammen aus Zentral-Asien wie China, Vietnam, Japan und
Taiwan [45]. Das Dorf Bulgan liegt in der Provinz Khovd nahe der Grenze zu China. Die
geographische Nahe konnte eine Erklarung fir die Zuordnung zu HDV-1c sein (Abb. 4.1).
Unklar ist jedoch, warum die restlichen Sequenzen aus Bulgan sich tber den gesamten
Baum verteilten und nicht ebenfalls HDV-1c zugeordnet werden konnten. Weitere Her-
kunftsinformationen der Probe B14 wie beispielsweise eine mogliche Immigration aus
China liegen leider nicht vor.
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Abb. 4.1: Herkunft der Proben der HepMongolia-Kohorte mit phylogenetischem

Baumausschnitt des Clusters fiir den HDV-Subtyp 1c

Die Landkarte mongolischer Provinzen wurde von unserem Kooperationspartner Battur Magvan
(Mongolian National University of Medical Sciences, Ulaanbaatar) mittels Daten der Open Street
Map generiert und mit Datawraper auf Englisch visualisiert. Die Herkunftsregionen der Proben der
HepMongolia-Kohorte sind rot umrandet und mit orangenem Punkt bzw. Stern markiert. Der phylo-
genetische Baumausschnitt stammt aus der Distanzanalyse zur Klassifikation mongolischer Deltavi-
rusisolate in HDV-Genotyp 1 (HDV-1) Subtypen. Zu diesem Zweck wurde ein RAXML Tree basierend
auf 157 das Small-Hepatitis Delta Antigen abdeckenden mongolischen Deltavirusisolaten, einer
HDV-1 klassifizierten Sequenz der GenBank [26] (Accession number M21012.1, blau) und 25 Se-
quenzen der Studie von Karimzadeh et al. [45] erstellt. Dargestellt sind Virusisolate des HDV-1 Sub-
typs 1c (blau) mit Herkunftsangabe. Die mongolische Probe B14 der HepMongolia-Kohorte aus dem
Dorf Bulgan (grau) bildet ein Cluster mit den HDV-1c Subtypen. Die Legende gibt den MafRstab der
genetischen Distanz (0,07) in Substitutionen pro Nukleotidposition (Substitutions per site) an.
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Zwar ergaben die phylogenetischen Analysen keine Zuordnung zu bereits beschriebenen
HDV-1 Subtypen, jedoch konnten drei Cluster (Clade 1-1 bis 1-111) als potenzielle neue Sub-
typen mit einem bootstrap-Wert von = 84, d.h. einer Konfigurationswahrscheinlichkeit von
= 84 %, identifiziert werden. Als Definitionsmerkmal zur Subklassifikation wurde die in-
tersubtypische Differenz berechnet. Fir die Clades 1-I bis 1-Ill wurde eine intersubtypische
Differenz von < 10,27 % berechnet, ahnlich der von Karimzadeh et al. [45] fir HDV-1 vor-

geschlagenen intersubtypischen Differenz.

4.3 Mogliche Pragung der molekularen
Epidemiologie durch die mongolische
Nomadenkultur mit Evidenz lokaler

Transmissionsereignisse

Um die molekulare Epidemiologie von HDV in der Mongolei zu untersuchen, wurden phy-
logenetische Analysen der Deltavirussequenzen in der HepMongolia-Kohorte durchgefihrt.
Assoziationen von Subtypen zu geographischen Regionen wurden sowohl fur HCV [123]
als auch fir HDV [44, 45] beschrieben. Karimzadeh et al. [45] beschrieben, dass in afrika-
nischen Subsahara-Regionen hauptsachlich HDV-1a und 1b Subtypen vorkamen, in Zent-
ral-Asien (China, Vietnam, Japan, Taiwan) wurde HDV-1c, in der Turkei und im Iran HDV-1d
und in Europa HDV-1e detektiert. In der HepMongolia-Kohorte wurde eine Zuordnung der
Clades 1-1 bis 1-1ll zu spezifischen, mongolischen Regionen nicht beobachtet. Die Proben
eines Clades stammten aus verschiedenen mongolischen Regionen. Deltavirussequenzen
aus einer Region wie beispielsweise Bulgan waren sowohl im Clade 1-1 als auch im Clade
1-1ll vertreten. Somit war die Herkunft der potenziellen neuen Subtypen sehr heterogen.
Diese Ergebnisse spiegeln die Nomadenkultur und die damit verbundene hohe traditionelle
Mobilitat in der Mongolei wider. Die Proben aus der HepMongolia-Kohorte stammen haupt-
sachlich aus landlichen Regionen. Vor allem in 1andlichen, mongolischen Regionen haben
Menschen keinen festen Wohnsitz und bleiben nur fir kurze Zeit an einem Ort. Der genaue
Zeitpunkt von Einfihrung und Verbreitung von HDV in der Mongolei ist nicht bekannt. Die
Einteilung von HDV in Clades kdnnte den Grundereffekt der Einfiihrung und die Verbreitung
in der Mongolei erklaren. Um die molekulare Epidemiologie von HDV bezuglich des Grln-
dereffekts und der Verbreitung in der Mongolei genauer zu untersuchen, sind jedoch wei-

tere Studien mit gréReren Datenbanken erforderlich [118].
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Auch wenn keine Evidenz fir eine regionale Clade-Bildung festgestellt werden konnte,
ergaben die phylogenetischen Analysen Evidenz lokaler Ubertragungsereignisse in der
HepMongolia-Kohorte [118]. FUnf Gruppen von zwei bis drei Deltavirusisolaten aus dersel-
ben Herkunftsregion mit jeweils sehr geringer genetischer Distanz zueinander wurden iden-
tifiziert. Proben drei dieser Gruppen stammten aus dem Sum Bulgan (B2, B3/
B1, B10, B28 / B84, B85), Proben einer Gruppe stammten aus dem Sum Darwi (D60, D86)
und Proben einer weiteren Gruppe stammten aus dem Sum Davst (W9, W10) (Abb. 4.2).
Folglich stammten die Proben einer Gruppe aus demselben Dorf. Nahe beieinander lie-
gende Nummern verdeutlichen einen zeitlich und 6rtlich geringen Abstand der Probenrek-
rutierung beispielsweise innerhalb einer Familie oder eines Haushalts. Somit deuten die
funf Gruppen auf eine direkte oder gemeinsame Ubertragung hin. Leider liegen fiir die Hep-
Mongolia-Kohorte keine Informationen zu Kontaktnetzwerken oder mdglichen Risikofakto-

ren einer Ubertragung vor [118].

72



Diskussion

HO14
B084
B085
B088
BO82

$536

uos2
H062
j Boo3

I Boo2

Y378

I w409
w410

w384

[- W379

w462

W446

pe— E086

I B028

B010
|- B0O1
Bi1

D067
| I D086
D060

HO030
S334

Ho21

$403

0,07

73

Phylogenetischer Baum der HepMongolia-Sequenzen zur Darstellung
lokaler Ubertragungsereignisse

Die phylogenetischen Baumausschnitte stammen aus der Distanzanalyse zur Klassifikation mongo-
lischer Deltavirusisolate in HDV-Genotyp 1 (HDV-1) Subtypen. Zu diesem Zweck wurde ein RAXML
Tree basierend auf 157 das Small-Hepatitis Delta Antigen abdeckenden mongolischen Deltavirusiso-
laten, einer HDV-1 klassifizierten Sequenz der GenBank [26] (Accession number M21012.1, blau)
und 25 Sequenzen der Studie von Karimzadeh et al. [45] erstellt. Die Virusisolate dieser Studie re-
prasentieren die HDV-1 Subtypen 1a bis 1e (blau) und stammen aus Amerika, Europa, dem Nahen
Osten, Ostasien und Afrika. Mongolische Deltavirusisolate (grau) bildeten drei Clades 1-I bis 1-l
(rot) mit bootstrap-Werten = 84 (rot). Die Legende gibt den MaRstab der genetischen Distanz (0,07)
in Substitutionen pro Nukleotidposition (Substitutions per site) an. Dargestellt sind eine Ubersicht
des RAXML Tree (links) und fiinf Gruppen von zwei bis drei Deltavirusisolaten aus derselben Her-
kunftsregion mit jeweils sehr geringer genetischer Distanz zueinander (rechts).
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Jedoch scheinen Sequenzanalysen von Deltavirusisolaten durch Identifizierung moglicher,
lokaler Ubertragungsereignisse zu einem besseren epidemiologischen Verstandnis von
HDV-Infektionen in der Mongolei beizutragen [118]. In &hnlicher Weise ermoglichten Se-
quenzanalysen des RNA-Virus SARS-CoV-2 ein besseres epidemiologisches Verstandnis
der COVID-19-Infektionen wahrend der sich weltweit entwickelnden Pandemie im
Jahr 2020. Walker et al. konnten durch SARS-CoV-2-Sequenzanalysen die Verbreitung
von COVID-19-Infektionen in der nordrhein-westfélischen Gemeinde Gangelt im Kreis
Heinsberg [126] und in der Landeshauptstadt Disseldorf [126, 127] charakterisieren. Ent-
sprechend kénnten auch Deltavirus-Sequenzanalysen zu einem besseren epidemiologi-

schen Verstandnis von HDV-Infektionen beitragen.

Daruber hinaus kénnte die Inzidenz von HDV-Infektionen in der Mongolei durch Analyse
lokaler Ubertragungsereignisse berechnet werden, wenn Informationen (iber den zeitlichen
Kontext vorliegen. Smith et al. [128] beschrieben eine Methode, die Uber Nutzung von zeit-
lichen Sequenzdaten und Berechnung evolutionarer Signale SARS-CoV-2 Inzidenzen re-
konstruiert. Diese Methode kdnnte auch fiir Deltavirussequenzen genutzt werden, um die
Inzidenz von HDV-Infektionen in der Mongolei zu rekonstruieren und mutmaRliche Ubertra-
gungen in einen zeitlichen Kontext zu setzen. Ein limitierender Faktor kdnnte der chronische
Verlauf von HDV-Infektionen sein. Chronische Hepatitis-Virusinfektionen wie HBV-,
HDV- oder HCV-Infektionen mit einer Dauer von Wochen bis Jahren ermdglichen eine An-
passung des Virus an den Wirtsorganismus vor erneuten Ubertragungen. Folglich ent-
stiinde ein sehr heterogenes Signal, das keine Verbindung von viraler Evolution und der
Anzahl an Infektionen herstellen konnte [128]. Da SARS-CoV-2 [129] im Vergleich zu HDV
eine relativ kurze Zeit flr eine mogliche Anpassung an den Wirt aufzeigt, bevor das Virus
weiter Ubertragen wird, kénnte die Methode von Smith et al. [128] fiir Inzidenzberechnun-

gen chronischer HDV-Infektionen fehlerbehaftet sein.

Deltavirus-Sequenzanalysen der HepMongolia-Kohorte verdeutlichen, dass HDV in der
Mongolei in den letzten Jahren immer noch lokal Ubertragen wurde. Wie bei SARS-CoV-2
kénnten Untersuchungen lokaler Ubertragungsereignisse zu einem besseren epidemiolo-
gischen Verstandnis der HDV-Infektionen in der Mongolei beitragen. Dartiber hinaus kénnte
die Inzidenz von HDV-Infektionen in der Mongolei durch zeitliche Einordnung der lokalen

Ubertragungsereignisse berechnet werden [118].
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4.4 HLA-Klasse l-assoziierter positiver
Selektionsdruck beeinflusst die Evolution von
HDV

4.4.1 Evidenz fliir positiven Selektionsdruck an elf
Positionen im S-HDAg

Verschiedene Selektionsmechanismen pragen die Evolution der Viren. Nach dem Konzept
der Quasispezies sind Virusinfektionen durch die Produktion einer Vielzahl eng verwandter,
aber genetisch verschiedener Viruspartikel gepragt. Die virale Quasispezies bietet damit
ein Reservoir von immer neuen Varianten, die bei Anderungen der Replikationsbedingun-
gen mdoglicherweise vorteilhaft sein kdnnen [130]. Unter Selektionsdruck akkumulieren die
am besten angepassten Varianten in der Quasispezies und sichern so das Uberleben und
die Vermehrung der Viren [72]. In friheren Studien wurden bereits Mutationen in HDV-spe-
zifischen CD8" T-Zellepitopen identifiziert [131]. Selektierte Mutationen in Zielepitopen der
CD8" T-Zellantwort kénnen zu einer eingeschrankten Bindung des Epitops an das
MHC-Klasse-I-Molekil und damit zu einer beeintrachtigten Epitop-Prasentation fiihren. Au-
Rerdem kénnen selektierte Mutationen die Bindungsstelle des MHC-Klasse-I/Peptid-Kom-
plexes verandern und dadurch die Bindung des T-Zell-Rezeptors stéren. Auf diese Weise
werden Virusvarianten von der HLA-Klasse I-spezifischen Immunantwort und somit dem
adaptiven Immunsystem nicht mehr oder nur noch teilweise erkannt und akkumulieren im

Wirt [72] als Zeichen der positiven Selektion.

Die Erfassung HDV-spezifischer CD8" T-Zellepitope hat erst vor wenigen Jahren begonnen
[87, 109, 118, 131, 132] und das gesamte Repertoire der Zielepitope des adaptiven Immun-
systems im L-HDAg in Abhangigkeit vom HLA-Typ des Wirts ist noch unzureichend definiert.
Dartber hinaus ist noch wenig bekannt tiber die Selektion viraler Deltavirus-Sequenzpoly-
morphismen und das Ausmal der Immunevasion. Um das Ausmalf der Evasion von HDV
vor dem adaptiven Immunsystem weiterfihrend zu charakterisieren, wurden Deltavirus-Se-
quenzpolymorphismen in Assoziation zum HLA-Typ des Wirts identifiziert. Mit Hilfe der Se-
gFeatR-Analyse konnten zwolf HLA-footprints im S-HDAg der mongolischen Deltavirusiso-
late identifiziert werden. Fir elf der zwdlf HLA-footprints wurden Peptide, die an
MHC-Klasse-I-Molekdle binden, in silico Uber das Web Portal der IEDB [99] vorhergesagt.
Zwei der identifizierten HLA-footprints mit Evidenz fur eine Evasion der HLA-Klasse I-spe-
zifischen Immunantwort waren in einem bereits vorher beschriebenen CD8" T-Zellepitop

einer europaisch-iranischen Kohorte lokalisiert [87, 118, 133]. Die Assoziation des
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HLA-B*37 Allels mit dem Sequenzpolymorphismus Asparginsaure (D) zu Glutaminsaure (E)
an der Stelle 101 des HDAg wurde bereits von Karimzadeh et al. [87] beschrieben und
durch die Analyse dieser Arbeit bestatigt. Darliber hinaus wiesen Karimzadeh et al. [87]
experimentell die Erkennung des Epitops von Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen nach. Das
mutierte Peptid wurde von isolierten CD8' T-Zellen nur teilweise kreuzerkannt. Somit
scheint HDV durch den oben beschriebenen Sequenzpolymorphismus der Detektion von
CD8" T-Zellen zu entkommen [87].

Kefalakes et al. [109] beschrieben die Bindung von HDV-spezifischen CD8" T-Zellepitopen
an verschiedene HLA-Klasse I-Molekile. Zwei der SeqFeatR-Ergebnisse der HepMongo-
lia-Kohorte bestatigen diese Beobachtung. Zum einen wurde durch die SeqFeatR-Analyse
die Assoziation von HLA-B*54-positiven HDV-infizierten Probanden mit dem Sequenzpoly-
morphismus Prolin (P) zu Leucin (L) bzw. Serin (S) an Position 49 des HDAg identifiziert.
Karimzadeh et al. [87] beschrieben den gleichen Sequenzpolymorphismus (P49L/S), je-
doch assoziiert mit HLA-A*30-positiven HDV-infizierten Probanden. Zum anderen identifi-
zierte die SeqFeatR-Analyse der HepMongolia-Sequenzen zwei Sequenzpolymorphismen,
assoziiert mit HLA-A*33 und HLA-A*68-positiven HDV-infizierten Probanden, die im selben
vorhergesagten Peptid (AS-Position 80 bis 88 des HDAQ) lokalisiert waren. Insgesamt be-
statigen diese Ergebnisse, dass die Bindung von Peptiden an verschiedene
MHC-Klasse-I-Molekile mdglich ist. Normalerweise ist dieser Effekt hauptsachlich bei
CD4" Epitopen zu beobachten [131]. Kefalakes et al. [109] schlussfolgerten daher, dass
HDV aufgrund seines kleinen Genoms und des Vorhandenseins von nur einem offenen
Leserahmen die Bindung von CD8" T-Zellepitopen an verschiedene MHC-Klasse-I-Mole-
kule ermdglichen kdnnte, indem das Immunsystem auf eine relativ kurze Virussequenz trai-

niert wird.

In dieser Arbeit wurden HLA-footprints, auch HLA-assoziierte Mutationen (HAMs) genannt,
durch die SeqFeatR-Analyse identifiziert. Habermann et al. [133] beschrieben 2022 den
HAM(detector, eine weiterentwickelte Methode (Bayesian Regressions-Modell) zur Detek-
tion von HAMSs. Dieses Modell beriicksichtigt im Gegensatz zu SeqFeatR zusatzlich das
Wissen Uber die Wirkstarke, die mogliche gemeinsame phylogenetische Vorgeschichte vi-
raler Sequenzen und die korrelierte Vererbung von HLA-Allelen [133]. Um die mit SeqFeatR
generierten Daten der HepMongolia-Kohorte zu reevaluieren und mégliche falsch-positive
sowie falsch-negative Ergebnisse zu identifizieren, wurden die mongolischen Deltavirusse-
quenzen mit dem weiterentwickelten HAMdetector im Jahr 2023 erneut analysiert und in
der Fachzeitschrift ,Frontiers in Medicine“ veroffentlicht. Fir die HAMdetector-Analyse der

HepMongolia-Kohorte wurde die A-posteriori-Wahrscheinlichkeit von > 0,8 als Grenzwert
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verwendet [118]. Die Reevaluation bestatigte acht HLA-footprints, die durch die Se-

gFeatR-Analyse identifiziert worden waren (Tabelle 14).

Tabelle 14: Liste der HLA-assoziierten Mutationen (HLA-associated Mutations, HAMs)
innerhalb des Hepatitis Delta Antigens (HDAg) der HepMongolia-Kohorte
und vorher identifizierten HAMs beschrieben von Habermann et al.

HepMongolia Habel;r:‘\?nn et
HAMdetector SeqFeatR IEDB? HAMdetector
A-post.- |HLA-| AS- |Seq.| Seq. A . . Seq. F
Wahr.® | Allel |Pos.*|pol5| pols |P glert (IR pol.® VF\'IZ?\tr;
1 B*37 | 101 E | D101E/X | 2,59E-09 | 100-QDHRRRKAL-109 | Q101E’ 0,96-
0,98075 | A*68 | 81 I Va1l 1,16E-04 | 80-EVDSGPRKR-88 V81l 0,97
0,968 | A*33| 15 D | E15D/Q |1,56E-05| 15-EVLEQWVNGR-24 - -
0,9435 |B*51| 182 | H - - - - -
0,942 | A*33| 83 A | S83A/T/X|3,23E-05| 80-EVDSGPRKR-88 - -
0,93275 | B*48 | 25 R K25R |1,93E-04| 25-EVDSGPRKR-34 - -
0,92775 |C*07 | 149 | T - - - - -
0,9265 |B*37| 100 | E | Q100E’ |4,83E-04 | 100-QDHRRRKAL-108 - -
09155 |B*40| 116 | T - - - - -
0,912 |A*01| 100 | E - - - - -
0,9105 |A*33| 9 K - - - - -
0,88575 | B*54 | 81 I - - - - -
0,8855 | A*33| 16 I | VI6I/A/T | 5,87E-04 | 15-EVLEQWVNGR-24 - -
0,86975 | B*54 | 49 L | P49L/S/X | 8,97E-05 ng® - -
0,86925 | A*33 | 81 I - - - - -
0,869 |C*07| 8 K - - - - -
0,86875 |B*50 | 116 | N - - - - -
0,8565 | B*48| 112 | K - - - - -
0,85475 | A*33 | 97 E - - - - -
0,854 |B*58| 191 | G° - - = - -
0,852 | B*08| 113 N - - - K113N | 0,96
0,847 |C*04| 132 | K - - - - -
0,846 |B*13| 32 K - - - - -
0,84075 | C*04| 170 | D - - - - -
0,8405 | A*33| 83 T - - - - -
0,83675 | B*58 | 81 I - - - - -
0,8365 |C*07| 37 T - - - - -
0,83475 | A*33 | 88 K - - - - -
0,83375 | B*27 | 139 | G - - - - -
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0,83225 | B*54 | 198
0,82975 | B*15| 170
0,82775 | A*31| 34
0,82625 | B*13 | 151
0,825 |C*07 | 112
0,82475 | A*33 | 19
0,8245 |B*51| 34
0,8235 |B*51| 85
0,822 |B*51| 88
0,82125 | A*03 | 37
0,82125 | B*40 | 109
0,82025 | A*68 | 172
0,816 | B*08| 116
0,80875 | B*13 | 81
0,808 | B*54| 148
0,80725 | B*40| 32 R - - - - -

"Habermann et al. [133] beschrieb HAMSs innerhalb des HDAg detektiert mittels HAMdetector, ?Im-
mune Epitope Database, unter IEDB sind Positionen der viralen Sequenzpolymorphismen unterstri-
chen und fett gedruckt, 3A-posteriori-Wahrscheinlichkeit (Grenzwert > 0,8), “Aminoséaure (AS)-Posi-
tion innerhalb des HDAg, *Sequenzpolymorphismus, AS-Angabe in international giiltigen Symbolen
(Buchstaben), X steht fiir AS-Ambiguitaten (Mehrdeutigkeit der DNA-Sequenz), 8p-Wert (Grenzwert
<0,05), "'von Karimzadeh et al. [87] in experimentellen Studien bestatigte HAMs innerhalb des
CD8" T-Zellepitops QDHRRRKAL (Position 100-108 des HDAg), ®nicht gefunden (/IEDB ohne Vor-
hersage eines korrelierenden Peptids), ®von Kefalakes et al. [109] in experimentellen Studien besté-
tigtes HAM innerhalb des CD8* T-Zellepitops RGSQGFPW (Position 189-196 des HDAg), '®von Ka-
rimzadeh et al. [87] in experimentellen Studien bestatigtes HAM innerhalb des CD8* T-Zellepitops
SMQGVPESPF (Position 170-179 des HDAg). Rot hinterlegt sind in vergangenen Studien bestatigte
CD8* T-Zellepitope.

- - - S170N™ | 0,99

0 < D A O H O v < m X O H O r

Die durch die SeqFeatR-Analyse identifizierte Assoziation von HLA-A*02-positiven HDV-in-
fizierten Probanden mit dem Sequenzpolymorphismus Glutaminsaure (E) zu Asparginsaure
(D) an Position 15 des HDAg im vorhergesagten Peptid an AS-Position zwolf bis 20 des
HDAg lag unterhalb des Grenzwertes der durchgeflhrten Reevaluation mittels HAMdetec-
tor. Die SegFeatR-Analyse identifizierte jedoch denselben Sequenzpolymorphismus, der
mit HLA-A*33-positiven HDV-infizierten Probanden assoziiert und in einem Uberlappenden,
vorhergesagten Peptid lokalisiert war (AS-Positionen 15 bis 24 des HDAg). Dieser
HLA-footprint lag in der durchgefiihrten Reevaluation des HAMdetectors oberhalb des
Grenzwertes [118]. Wenn HLA-A*33-positive HDV-infizierte Probanden mit dem Sequenz-
polymorphismus E15D assoziiert sind, um dem adaptiven Immunsystem zu entgehen, und
eine Korrelation bei der Vererbung mit dem HLA-A*02-Allel besteht, kann mittels Se-
gFeatR-Analyse eine Assoziation von E15D mit HLA-A*02-positiven HDV-infizierten Pro-
banden nachgewiesen werden, auch wenn es sich nicht um eine virale Evasionsmutation
des HLA-Allels handelt. Da der HAMdetector korrelierende Vererbungen von HLA-Allelen
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bei der Detektion von HAMs berlcksichtigt [133], kdnnte bei Reevaluation der HepMongo-
lia-Daten nur die Evasionsmutation von HLA-A*33 oberhalb des Grenzwertes gelegen ha-
ben. Eine eindeutige Unterscheidung ist jedoch erst mittels experimenteller, zellularer
CD8" T-Zelldaten moglich.

Fir die Assoziation des Sequenzpolymorphismus Prolin (P) zu Leucin (L) an Position 49
des S-HDAg mit HLA-B*54-positiven HDV-infizierten Probanden konnte in dieser Arbeit mit-
tels IEDB kein HLA-footprint Gberspannendes Peptid vorhergesagt werden. Auch Karimza-
deh et al. [87] konnten fir einen identifizierten HLA-footprint kein korrelierendes Peptid vor-
hersagen und vermuteten, dass der Sequenzpolymorphismus aufgrund anderer Mutations-
mechanismen wie Wechselwirkungen zwischen dem Bw4-Motiv und den Immunoglobu-
lin-ahnlichen Rezeptoren der Killerzellen entstanden sei. Im Gegensatz zur SeqFeatR-Ana-
lyse mit anschlieRender in silico IEDB-Vorhersage konnte die HAMdetector-Analyse ein
korrelierendes Epitop fur den oben beschriebenen HLA-footprint vorhersagen [118]. Die
Datenbank der IEDB wird wdchentlich durch neu publizierte Ergebnisse erganzt [134]. Eine
mogliche Erklarung ist die zeitversetzte Durchfliihrung der SeqFeatR-Analyse mit anschlie-
Render IEDB in silico Vorhersage und die HAMdetector-Analyse (2020 vs. 2023). Der
HLA-footprint scheint daher, wie die anderen elft identifizierten HLA-footprints der HepMon-

golia-Kohorte, durch HLA-Klasse l-assoziierten Selektionsdruck entstanden zu sein.

Als Schlussfolgerung ist iber den HLA-Klasse I-assoziierten Selektionsdruck von HDV und
das Ausmal der Evasion vor dem adaptiven Immunsystem noch wenig bekannt. Die Erfas-
sung HDV-spezifischer CD8" T-Zellepitope und Identifizierung von Deltavirus-Sequenzpo-
lymorphismen in diesen Zielepitopen hat erst begonnen und wurde bisher hauptsachlich in
einer europdisch-iranischen Kohorte [87] analysiert. Daher wurde in dieser Arbeit eine
grof3e Patientenkohorte aus der Mongolei analysiert. Insgesamt wurden mit der weiterent-
wickelten HAMdetector-Analyse 45 HLA-footprints identifiziert (Tabelle 14). Ein GroRteil der
in dieser Arbeit beschriebenen HLA-footprints, die mit der SeqFeatR-Analyse detektiert
wurden, konnte mit der HAMdetector-Analyse bestatigt werden [118]. Einige Sequenzpoly-
morphismen unter HLA-Klasse |-assoziiertem Selektionsdruck waren in vorher beschriebe-
nen oder Uberlappenden CD8" T-Zellepitopen lokalisiert [87, 118, 133]. Die meisten
HLA-footprints wurden jedoch neu identifiziert [118] und nicht in der vergleichbaren Studie
von Karimzadeh et al. [87] mit Sequenzen aus Europa und dem Iran detektiert (Tabelle 14).
In dieser Studie konnten die Epitop-Kandidaten nicht experimentell bestatigt werden, da die
dafir notwendige Isolation und Lagerung von mononuklearen Zellen aus peripherem Blut
unter anderem aufgrund fehlender Infrastruktur nicht méglich war. Um die Evasion vor dem

adaptiven Immunsystem durch oben beschriebene HLA-footprints zu bestatigen, sollten

79



Diskussion

funktionelle Studien mit peptid-spezifischen CD8" T-Zellen in Zellkulturen durchgefiihrt wer-
den. Insgesamt wurde die Erfassung HDV-spezifischer CD8" T-Zellepitope durch die Kan-
didatenepitope dieser Arbeit erganzt und Regionen unter moglichem HLA-Klasse |-assozi-
iertem Selektionsdruck identifiziert [118].

4.4.2 HLA-footprints in flankierenden Regionen als

moglicher zusatzlicher Evasionsmechanismus

Nicht nur Mutationen innerhalb von CD8" T-Zellepitopen kdnnen zu einer viralen Evasion
vor dem adaptiven Immunsystem fuhren. Auch Mutationen in flankierenden Regionen von
CD8" T-Zellepitopen konnen durch Stérung der proteasomalen Antigenprozessierung zu
einer Evasion vor dem adaptiven Immunsystem fuhren [72]. Dieser Mechanismus wurde in
Studien zu HCV [75-77] und HIV [73, 74] beschrieben. Karimzadeh et al. [87] detektierten
sechs HLA-footprints in flankierenden Regionen von 15 AS vor und nach vorhergesagten
HDV-spezifischen CD8" T-Zellepitopen. Nachfolgende in silico Analysen der IEDB unter
Verwendung des Antigen-Prozessierungs-Algorithmuses sagten keinen Effekt auf die Anti-
genprozessierung voraus. Ein Vergleich mit HLA-footprints in flankierenden Regionen von
HCV- und HIV-spezifischen CD8" T-Zellepitopen ergab ebenfalls keinen vorhergesagten
Effekt auf die Antigenprozessierung, auch wenn die Stérung bereits in funktionellen Studien
bestatigt wurde. Daher fuhrten Karimzadeh et al. funktionelle Studien durch und konnten
einen der sechs HLA-footprints (Sequenzpolymorphismus R139K assoziiert mit
HLA-B*41-positiven Studienteiinehmenden) in einer flankierenden Region eines
CD8" T-Zellpitops (Position 140 bis 149 des HDAQ) bestatigen [87]. Um eine mdgliche Sto-
rung der Antigenprozessierung durch HLA-Klasse |-assoziierten Selektionsdruck in HDV in
der HepMongolia-Kohorte weiterfiihrend zu untersuchen, wurden MHC-Klasse-I-Molekll
bindene Peptide, die HLA-footprints in flankierenden Regionen von 15 AS-Positionen vor
und 15 AS-Positionen nach diesen Peptiden aufwiesen, in silico GUber die IEDB [99] vorher-
gesagt. MHC-Klasse-I-Molekil bindende Peptide mit flankierenden Mutationen wurden se-
lektiert, die einen hoheren Score in der IEDB aufwiesen als korrelierende HLA-footprint ab-
deckende Peptide. Drei flankierende Mutationen mit signifikanten Assoziationen zu
HLA-A*02-, HLA-A*30- und HLA-B*48-positiven HDV-infizierten Probanden wurden identi-
fiziert und sind in Tabelle 15 aufgelistet. Zwei der drei flankierenden Mutationen waren hin-
ter dem vorhergesagten Peptid lokalisiert (HLA-A*30, HLA-B*48). Eine der drei flankieren-
den Mutationen war vor dem vorhergesagten Peptid lokalisiert (HLA-A*02) (Tabelle 15).
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Tabelle 15: Virale Sequenzpolymorphismen assoziiert mit HLA-Klasse I-Allelen und
lokalisiert in flankierenden Regionen von MHC-Klasse-I-Molekiil bindenden

Peptiden
HLA- | HLA-footprint - AS?- 3 | Score-Vergleich*
Nummer | Auel | Position EEE Bereich | 9% | (Peptidregion)

0,002356

1 A*02 E15D WVNGRKKLEEL 20-30 |0,007739

(12 - 20)

0,061858

2 A*30 | H102H/Y, H/P | RPLRGGFTDK 88-97 |0,303757
(99 - 106)
0,018859

3 B*48 E128E/G KQLSAGGKNL | 113-122 | 0,164253
(124 - 133)

'Immune Epitope Database (IEDB), unter IEBD ist die Aminoséure (AS)-Sequenz des vorhergesag-
ten MHC-Klasse-I-Molekiil bindenden Peptids in international giiltigen AS-Symbolen (Buchstaben)
angegeben, 2Aminosaure (AS). 3Die IEDB [99] gibt fir jedes Peptid (CD8* T-Zellepitop) einen Score
zwischen null und eins an. Je hoher der Score, desto hoher ist die Affinitdt des Peptids und entspre-
chenden HLA-Molekiil. “Peptid-Score korrelierender HLA-footprint abdeckender Peptide. In Klam-
mern ist die Peptidregion innerhalb des Hepatits Delta Antigens angegeben.

Folglich kdnnte ein moglicher zusatzlicher Evasionsmechanismus von HDV in der HepMon-
golia-Kohorte die Bildung flankierender Mutationen sein, um dem adaptiven Immunsystem
zu entgehen. Um eine Stdrung der Antigenprozessierung durch HLA-footprints in flankie-
renden Regionen dieser drei CD8" T-Zell-Kandidatenepitope der HepMongolia-Kohorte zu

bestatigen, sind funktionelle Studien erforderlich.
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4.4.3 HLA-footprints sparen funktionell wichtige

Aminosaure-Positionen des S-HDAg aus

Die in dieser Arbeit identifizierten HLA-footprints waren innerhalb der ersten zwei Drittel des
S-HDAg lokalisiert mit Aussparung von sieben AS der N-terminalen Region und 65 AS der
C-terminalen Region des S-HDAg. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen dieser Arbeit
beschrieben Karimzadeh et al. [87] ebenfalls eine Aussparung der N- und C-teriminalen
Region des S-HDAg. In diesen ausgesparten Regionen des S-HDAg sind post-translatio-
nale Modifikationen (PTMs) lokalisiert. PTMs sind von entscheidender Bedeutung fiir wich-
tige Funktionen des HDAg [131]. Lai et al. [135] und Chen et al. [136] beschrieben, dass
die Phosphorylierung von Serin an Position 177 die subzellulare Lokalisation des HDAg
und die RNA-Replikation beeinflusst. Diese PTM von Serin an Position 177 des S-HDAg ist
in der HLA-footprint-freien C-terminalen Region der HepMongolia-Sequenzen lokalisiert.
Weitere PTMs, die als funktionell wichtig fur das HDAg beschrieben wurden, sind die Phos-
phorylierung von Serin-2 und -123, die Methylierung von Arginin-13 und Acetylierung von
Lysin-72 [131]. Auch an diesen AS-Positionen wurden keine HLA-footprints durch die Se-
gFeatR-Analyse (Abb. 4.3) und HAMdetector-Analyse [118] identifiziert. Shirvani-Dast-
gerdi et al. [137] beobachteten, dass PTM-Lokalisationen und Sequenzfolgen mit Ribozym-
aktivitat der genomischen und antigenomischen HDV-RNA konserviert und Mutationen als
Zeichen positiver Selektion in diesen Regionen eher nicht lokalisiert sind. Ebenfalls die fur
die HDV-Replikation wichtige AS-Position Leucin-115 [138] zeigte in der zuvor genannten

Studie von Shirvani-Dastgerdi et al. [137] keine Sequenzpolymorphismen auf.
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K8R

< HLA-B*48
E15D
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< K25R’ HLA-A*33
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== HLA-B*54
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81 < = HLA-A*68
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83 < HLA-A*33
100E, D101E, E/D
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102 << : HLA-A*30
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ser123 (P)
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< HLA-B*48
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Cys211 (1)
214 L-HDAg
Abb. 4.3: HLA-footprints sparen funktionell wichtige Aminoséaure (AS)-Positionen des

Small-Hepatitis Delta Antigen (S-HDAg) aus

Verteilung identifizierter HLA-footprints im Hepatits Delta Antigen (HDAg). Das HDAg ist in das
Large-HDAg (L-HDAg, dunkelblau) und Small-HDAg (S-HDAg, hellblau) aufgeteilt. Mit rotem Pfeil
markiert sind HLA-footprints, die innerhalb von vorhergesagt MHC-I-Molekiil bindenen Peptiden lo-
kalisiert sind. Diese Peptide wurden mittels Immune Epitope Database (IEDB) [99] vorhergesagt.
Der jeweilige HLA-footprint ist Uber dem zugehdrigen Pfeil in international gultigen AS-Symbolen
(Buchstaben) aufgefiihrt. AS-Ambiguitaten (Mehrdeutigkeit der DNA-Sequenz) sind mit Schragstrich
dargestellt. Fett gedruckt sind die am haufigsten vorkommenden Substitutionen. ,ng“ steht fiir nicht
gefunden, da die IEDB kein Peptid fir das HLA-B*54-Allel vorhersagen konnte. Links sind post-trans-
lationale Modifikationen, d.h. Phosphorylierungen (P), Methylierungen (M), Acetylierungen (A) und
Isoprenylierung (I) in orangenen Kreisen dargestellt. Daneben steht jeweils die post-translational
modifizierte AS in international gultigen AS-Symbolen (drei Buchstaben). Ebenfalls links markiert ist
die fiir die HDV-Replikation wichtige AS Leucin an der Stelle 115.
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Folglich waren funktionell wichtige AS-Positionen des S-HDAg sowohl in fruheren Stu-
dien [87, 137] als auch in der HepMongolia-Kohorte konserviert und zeigten keine Mutatio-
nen auf. HLA-footprints scheinen funktionell wichtige AS-Positionen des S-HDAg auszu-

sparen, um beispielsweise die HDV-Replikation nicht negativ zu beeinflussen.

4.5 Einfluss der Haufigkeit eines HLA-Allels auf die

Haufigkeit viraler Evasionsvarianten

Die Haufigkeit eines HLA-Allels scheint die Haufigkeit viraler Evasionsvarianten in der Be-
volkerung zu beeinflussen. Virale Evasionsvarianten HIV- [139] und HCV- [140] positiver
Probanden wurden beschrieben, die keine in den Studienpopulationen haufig vorkommen-
den HLA-Allele aufwiesen. Moore et al. [139] identifizierten eine Assoziation von HIV-1-Se-
quenzpolymorphismen mit HLA-A*02-negativen Probanden. HLA-A*02 war das am hau-
figsten vorkommende HLA-A-Allel in der Kohorte. Folglich zeigten HLA-A*02-positive Pro-
banden eine signifikant geringere Abweichung von der Konsensussequenz als
HLA-A*02-negative Probanden. [141]. Gaudieri et al. [140] beschrieben eine Assoziation
eines HCV-Sequenzpolymorphismus mit HLA-A*01-negativen Probanden. HLA-A*01 war
in der Kohorte ein relativ haufig vorkommendes HLA-A-Allel [140]. Die in HIV- und HCV-in-
fizierten Probanden beschriebenen negativen Assoziationen kdnnten auf eine virale Anpas-
sung der Konsensusequenz an die CD8" T-Zellantwort hindeuten, die wiederum von den
haufigsten HLA-Allelen der Wirtspopulation beeinflusst wird [139, 140]. Entsprechend die-
ser Beobachtungen beschrieben Karimzadeh et al. [87] Deltavirus-Sequenzpolymorphis-
men, die mit selten vorkommenden HLA-Klasse I-Allelen assoziiert waren. In dieser Studie
zeigten haufig vorkommende HLA-Klasse I-Allele keine signifikante Assoziation zu Se-
quenzpolymorphismen auf [87]. Um den Einfluss der Haufigkeit von HLA-Allelen auf die
Haufigkeit von Evasionsvarianten in der Mongolei zu untersuchen, wurden HLA-Klasse I-Al-
lelfrequenzen von sieben mongolischen Populationen [102-108] aus der Allele Frequency
Net Database [101] als Referenzwerte fur die Verteilung der HLA-A- und HLA-B-Allelen
verwendet. Im Folgenden werden zwei in der Mongolei selten vorkommende HLA-Allele
beispielhaft naher beschrieben. Bei HLA-A*68-positiven HDV-infizierten Probanden wurde
eine statistisch signifikante Assoziation zu dem Sequenzpolymorphismus V81| nachgewie-
sen. Die Allelfrequenz von HLA-A*68 betrug 0,034 in der HepMongolia-Kohorte und maxi-
mal 0,029 in den sieben mongolischen Referenzpopulationen. Bei HLA-B*37-positiven
HDV-infizierten Probanden wurden statistisch signifikante Assoziationen zu den zwei Se-
quenzpolymorphismen Q100E und D101E nachgewiesen. Die Allelfrequenz von HLA-B*37
betrug 0,072 in der HepMongolia-Kohorte und maximal 0,069 in den sieben mongolischen

Referenzpopulationen. In Ubereinstimmung mit den Beobachtungen von Karimzadeh et
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al. [87] waren die oben beschriebene Deltavirus-Sequenzpolymorphismen signifikant mit in

der Mongolei selten vorkommenden HLA-Allelen assoziiert (Allelfrequenzen < 0,1).

Zusammengefasst wurden Evasionsvarianten fur HIV [139], HCV [140] und HDV [87] be-
schrieben, die mit selten vorkommenden HLA-Allelen assoziiert waren. Auch in dieser Ar-
beit waren einige der Deltavirus-Sequenzpolymorphismen mit in der Mongolei selten vor-
kommenden HLA-Allelen assoziiert. Somit scheint die Haufigkeit eines HLA-Allels die Hau-
figkeit viraler Evasionsvarianten in der Bevolkerung zu beeinflussen. Um eine virale Adap-
tion auf Populationsebene in der Mongolei nachzuweisen, sind Daten aus weiteren Patien-

tenkohorten erforderlich.

4.6 Schlussfolgerungen und Ausblick

In dieser Arbeit wurde die Sequenzvariabilitdt von HDV in der Mongolei untersucht und
gepruft, ob Probanden mit chronischer HBV/HDV-Infektion eine kontinuierliche Anpassung
an einen HLA-Klasse l-assoziierten Selektionsdruck zeigen. Zu diesem Zweck wurde durch
Analysen einer groRen mongolischen Patientenkohorte ein umfangreicher Datensatz von

mongolischen Deltavirussequenzen generiert [118].

Serumproben dieser Kohorte, der HepMongolia-Kohorte, wurden auf HBV- und HDV-Infek-
tionsmarker untersucht und die HDV-Pravalenz bestimmt. Trotz der Einflhrung von
HBV-Impfprogrammen in der Mongolei [70] war die HBV-Durchimpfungsrate innerhalb der
HBsAg-nicht-reaktiven Probanden niedrig und die Pravalenz von HBV/HDV in der mongo-
lischen Patientenkohorte hoch, auch unter jungen Probanden. Herkunfts-Analysen der
HepMongolia-Proben ergaben die hochste Pravalenz in westlich gelegenen mongolischen
Regionen. Mit Hilfe phylogenetischer Analysen konnten lokale Transmissionsereignisse
von HDV identifiziert werden. Sowohl die hohe Pravalenz als auch die anhaltende lokale
Ubertragung von HDV zeigen, dass HDV-Infektionen nach wie vor ein groes Gesundheits-

problem in der mongolischen Bevdlkerung darstellen.

In Ubereinstimmung mit friiheren Studien [7, 19, 117, 120, 124, 125] kam der HDV-Geno-
typ 1 in der HepMongolia-Kohorte am haufigsten vor. Phylogenetische Analysen zeigten
eine hohe Sequenzvariabilitdt mit Bildung von drei Clustern (Clade | bis Ill) in der mongoli-
schen Patientenkohorte. Eine mdgliche Einteilung des HDV-Genotyps 1 in Subtypen wurde
in frheren Studien vorgeschlagen [44, 45] und eine Assoziation der Subtypen mit verschie-
denen Landern beschrieben [45]. Die Clades 1-I bis 1-Ill der HepMongolia-Kohorte kénnten
potenzielle bisher unentdeckte Subtypen darstellen. Jedoch wurde eine Assoziation der
potenziellen Subtypen zu spezifischen mongolischen Regionen nicht beobachtet, mdglich-

erweise basierend auf dem traditionellen Nomadentum der Mongolei [118].
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Zusatzlich zur Sequenzierung wurden HLA-Klasse I-Allele der mongolischen, HDV-positi-
ven Serumproben bestimmt, auf eine statistische Korrelation zwischen viralen Sequenzpo-
lymorphismen und HLA-Klasse [-Molekilen (HLA-footprints) untersucht und tberlappende
Kandidatenepitope fur Positionen der HLA-footprints in silico vorhergesagt. In dieser Arbeit
wurden zehn bisher nicht beschriebene Deltavirus-Sequenzpolymorphismen in vorherge-
sagten MHC-Klasse-I-Molekul bindenden Peptiden entdeckt und damit Regionen unter
moglichem HLA-Klasse l-assoziiertem Selektionsdruck identifiziert. In der HepMongo-
lia-Kohorte  wurden nicht nur HLA-footprints innerhalb von vorhergesagten
MHC-Klasse-I-Molekiil bindenden Peptiden entdeckt, sondern auch drei Mutationen in flan-
kierenden Regionen von vorhergesagten Peptiden identifiziert. Wie in friheren Studien zu
HIV [73, 74], HCV [75-77] und HDV [87] beschrieben, kénnten Mutationen in flankierenden
Regionen von CD8" T-Zellepitopen durch Stérung der Antigenprozessierung einen weiterer
Evasionsmechanismus darstellen. Mutationen der mongolischen Deltavirussequenzen
sparten funktionell wichtige AS-Positionen des S-HDAg aus (z. B. PTM-Positionen), mog-
licherweise um eine Stérung der HDV-Replikation und damit eine Einschrankung der viralen
Fitness zu vermeiden. Die Assoziation von Deltavirus-Sequenzpolymorphismen mit in der
Mongolei Uberwiegend selten vorkommenden HLA-Klasse I-Allelen bestatigt die bereits bei
HIV [139], HCV [140] und HDV [87] beobachtete negative Assoziation von Evasionsvarian-
ten und haufig vorkommenden HLA-Allelen. Der Nachweis unterschiedlicher HLA-footprints
in verschiedenen Populationen (Mongolei vs. Europa und Iran) zeigt, dass sich Viren durch
einen populationsabhangigen HLA-Klasse |-assoziierten Selektionsdruck je nach HLA-Pro-
fil der Population unterschiedlich anpassen [118]. Auch wenn die hier identifizierten
HLA-footprints bisher noch nicht in funktionellen Studien bestatigt wurden, so kénnen die
Ergebnisse dieser Arbeit und die Erweiterung mittels HAMdetector-Analyse [118] die lau-
fende Erfassung HDV-spezifischer CD8" T-Zellepitope vervollstdndigen und das Ausmaf
der Evasion vor dem adaptiven Immunsystem weiterflihrend charakterisieren. Zukunftige
Forschungsprojekte kdnnten oben aufgeflihrte Evasionsmechanismen in funktionellen Stu-
dien bestatigen, um neue Therapien wie prophylaktische Impfstoffe gegen HDV zu entwi-

ckeln.
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	4.2 Hohe Sequenzvariabilität des HDV-Genotyps 1
	4.3 Mögliche Prägung der molekularenEpidemiologie durch die mongolischeNomadenkultur mit Evidenz lokalerTransmissionsereignisse
	4.4 HLA-Klasse I-assoziierter positiverSelektionsdruck beeinflusst die Evolution vonHDV
	4.4.1 Evidenz für positiven Selektionsdruck an elfPositionen im S-HDAg
	4.4.2 HLA-footprints in flankierenden Regionen alsmöglicher zusätzlicher Evasionsmechanismus
	4.4.3 HLA-footprints sparen funktionell wichtigeAminosäure-Positionen des S-HDAg aus

	4.5 Einfluss der Häufigkeit eines HLA-Allels auf dieHäufigkeit viraler Evasionsvarianten
	4.6 Schlussfolgerungen und Ausblick

	5 Literatur- und Quellenverzeichnis
	6 Abbildungsverzeichnis
	7 Tabellenverzeichnis
	Danksagung



