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2 Darstellung der Publikation 

2.1 Einleitung 

Die chronische Infektion mit dem Hepatitis Delta Virus (HDV) gilt als 

schwerwiegendste der viralen Hepatitiden. Ein großer Anteil an Betroffenen 

entwickelt als Folge der Infektion eine Leberzirrhose, häufig wird im weiteren Verlauf 

das Auftreten von Leberzellkarzinomen (HCC) berichtet (Bockmann et al., 2020; 

Stockdale et al., 2020). Das HD-Virus ist ein Virusoid – es benötigt ein Helfervirus 

für seinen Replikationszyklus und den Zellbefall. Um in eine Leberzelle gelangen zu 

können, nutzt HDV das Hüllantigen (HBsAg) des Hepatitis B Virus (HBV). Das RNA-

Genom des HD-Virus kodiert nur für ein einzelnes Protein, welches aus 217 

Aminosäuren besteht - das HDV-Antigen (HDAg). Das HDV-Antigen wird in einer 

kurzen (Small-HDAg, S-HDAg) und einer langen (Large-HDAg, L-HDAg) Isoform 

translatiert. Die verschiedenen Isoformen haben unterschiedliche Rollen unter 

anderem in der Replikation, Verpackung und Pathogenese (Abbas and Afzal, 2013; 

Tseligka, Clément and Negro, 2021).  

Bei der Replikation des HDV-Genoms kommt es häufig zur Rekombination; weltweit 

sind bisher acht voneinander abgrenzbare Genotypen beschrieben. Mit Ausnahme 

von Genotyp 1, der global nachgewiesen werden kann, sind die Genotypen 

weitgehend endemisch und weisen jeweils mehrere regional gehäufte Subtypen auf 

(Le Gal et al., 2006; Alfaiate, Dény and Durantel, 2015). Eine Auswirkung des HDV-

Genotyps auf den klinischen Verlauf und die Schwere der Leberschädigung wird 

diskutiert; der in Europa überwiegend vorkommende Genotyp 1 scheint mit einem 

besonders schweren chronischen Krankheitsverlauf assoziiert zu sein (Su et al., 

2006; Abbas and Afzal, 2013). Die Infektion mit HDV kann simultan zur Infektion mit 

HBV erfolgen – in diesem Falle spricht man von einer Ko-Infektion – oder im 

Rahmen einer bereits bestehenden chronischen HBV-Infektion, dann 

Superinfektion genannt (Da, Heller and Koh, 2019). Die Ko-Infektion von HBV und 

HDV führt bei Erwachsenen in bis zu 90% der Fälle zu einer Ausheilung und verläuft 

wie eine akute HBV-Infektion, während bei der Superinfektion von einer 

Chronifizierung in fast 100% der Fälle ausgegangen wird (Buti et al., 2011).  

Weltweit sind ca. 12 Millionen Menschen chronisch mit HDV infiziert (Stockdale et 

al., 2020). Durch die Verbreitung der HBV-Impfung in den 1990er Jahren konnte 

insbesondere in Europa ein konsekutiver Rückgang der HDV-Prävalenz beobachtet 

werden; in den letzten Jahren werden jedoch gleichbleibende bzw. sogar steigende 

Infektionszahlen für HDV beschrieben (Gilman, Heller and Koh, 2019). Eine 

mögliche Erklärung hierfür ist die zunehmende Migration von Menschen aus 

Gebieten mit hohen HDV-Prävalenzen. Insbesondere intravenöser Drogenabusus, 

aber auch eine HIV-Ko-Infektion erhöhen zudem das Risiko einer HDV-Infektion 

(Noureddin and Gish, 2014; Mentha et al., 2019; Vlachogiannakos and 

Papatheodoridis, 2020). In Deutschland wird von ca. 30.000 Patient*Innen mit 

chronischer HBV/HDV-Infektion ausgegangen (Wedemeyer, 2006). 
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Die Deutsche Gesellschaft für Gastroenterologie, Verdauungs- und 

Stoffwechselkrankheiten (DGVS) veröffentlichte 2021 eine S3-Leitlinie zur Therapie 

der chronischen HBV-Infektion. Zur Behandlung der chronischen HBV/HDV-Ko-

Infektion wird aktuell empfohlen, bei stabiler Lebererkrankung eine pegyliertes-

Interferon-α-basierte Therapie über mindestens 48 Wochen durchzuführen 

(Cornberg et al., 2021). In Studien konnte jedoch lediglich in 25% der Patient*Innen 

ein langfristiges Ansprechen auf die Therapie beschrieben werden; ebenso kam es 

in mehr als 50% der Fälle zu einem späten Therapieversagen auch Jahre nach 

Therapieende (Heidrich et al., 2014; Wedemeyer et al., 2019). Dies hat die 

Konsequenz, dass Patient*Innen mit vermeintlich ausgeheilter HDV-Infektion einer 

regelmäßigen und langfristigen Nachsorge bedürfen. Eine Therapie mit 

Nucleos(t)id-Analoga kann im Rahmen der Behandlung der HBV-Infektion erwogen 

werden, scheint jedoch keinen zusätzlichen antiviralen Nutzen gegenüber der HDV-

Infektion zu haben. In vielen Fällen bleibt die Lebertransplantation als einzige 

Therapieoption, insbesondere bei fortgeschrittener Leberzirrhose.  

Seit 2020 ist mit Bulevirtide (Hepcludex®) die erste vorläufige HDV-spezifische 

Therapie in Deutschland zugelassen, die das Eindringen des HD-Virus in 

Hepatozyten verhindern soll. In Phase I- und Phase II-Studien konnte eine 

gegenüber den bisherigen Therapieoptionen voraussichtlich verbesserte 

mittelfristige Heilungsrate beobachtet werden; die Langzeitwirkung von Bulevirtide 

wird aktuell in Phase-III-Studien untersucht (Lempp and Urban, 2017; Wedemeyer 

et al., 2019). Einer HDV-Infektion kann nur mit einer HBV-Impfung präventiv 

entgegengewirkt werden; ein Impfstoff gegen HDV, um bei bereits bestehender 

HBV-Infektion die Superinfektion zu vermeiden, existiert nicht.  

Für andere chronische Virushepatitiden wie HBV oder Hepatitis C (HCV) wurde 

bereits beschrieben, dass eine starke und Virus-spezifische CD4+- und CD8+-T-

Zellantwort essenziell für eine Ausheilung der Infektion ist (Schulze zur Wiesch et 

al., 2012; Binder and Thimme, 2020); die HDV-spezifische zelluläre Immunantwort 

ist jedoch noch nicht genauer erforscht. In Studienmodellen wurde sich entweder 

auf einzelne immunogene Epitope konzentriert, ohne das gesamte HDV-Antigen 

abzudecken, oder auf die T-Zellantworten auf größere Peptidpools (Nisini et al., 

1997; Huang et al., 2004; Grabowski et al., 2011; Karimzadeh et al., 2018). Einzelne 

mögliche immunogene Epitope konnten so bereits beschrieben werden, es sind 

jedoch weitere Studien nötig, um die Breite und Spezifität der HDV-spezifischen 

Immunantwort zu verstehen (Kohsar et al., 2021).  
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2.2 Arbeitshypothese 

In der vorliegenden Dissertation erfolgte eine detaillierte Untersuchung der HDV-

Peptid-spezifischen CD4+- und CD8+-T-Zellantworten mittels eines überlappenden 

Peptidsatzes, welcher das gesamte HDV-Antigen abdeckt. Mithilfe sensitiver 

intrazellulärer Zytokinfärbung (ICS Assay) nach Kurzzeitstimulation und Expansion 

der Zellen wurden insbesondere folgende Fragestellungen beantwortet: 

• Bestimmung der Breite und Spezifität der spezifischen T-Zellantwort nach in 

vitro Stimulation mit einzelnen HDV-Peptiden. 

• Untersuchung der T-Zellantwort-Stärke und -Breite bei Patient*Innen mit 

unterschiedlichem klinischen Verlauf der Hepatitis-D-Infektion. 

• Bestimmung der optimalen Peptidlänge und HLA-Restriktion für 

ausgewählte, häufig detektierte HLA-Klasse II restringierte HDV-Epitope. 

 

2.3 Material & Methoden 

2.3.1 Patient*Innen-Kohorte 

Die Patient*Innen wurden von 2010 bis 2016 am Universitätsklinikum Hamburg-

Eppendorf (UKE) rekrutiert. Alle Patient*Innen erteilten ihr schriftliches 

Einverständnis, die Zustimmung der zuständigen Ethikkommission lag vor (Antrag 

WF-014/09). Im Rahmen dieser Studie konnten insgesamt 32 Patient*Innen sowohl 

mit chronischer (konstant messbare HDV-Viruslast sowie HDV-Antikörper, n=18) 

als auch mit ausgeheilter (nachweisbare HDV-Antikörper, keine messbare HDV-

Viruslast, n=13) HDV-Infektion eingeschlossen werden. Aus den Proben wurden 

„Peripheral Blood Mononuclear Cells“ (PBMC) und Seren isoliert und 

kryokonserviert. Im Verlauf der Studie wurde zudem ein akut super HDV-infizierter 

Patient gewonnen und longitudinal untersucht. Zum Vergleich wurden sieben 

Proben von gesunden Proband*Innen sowie sechs Proben von chronisch HBV-

Infizierten mit nachweislich negativem HDV-Status analysiert.  

 

2.3.2 HDV-Peptide 

Für die vorliegende Studie wurden die Peptide anhand des in Europa am weitesten 

verbreiteten Genotyp 1 synthetisiert. Zur Vergleichbarkeit wurde der Genotyp-1-

Subtyp genutzt, der bereits in experimentellen HDV-Studien verwendet wurde 

(Grabowski et al., 2011). Zusätzlich wurden für weitere Versuchsreihen kürzere 

Versionen von selektierten Peptiden synthetisiert. Die Einzelpeptide wurden in 

100% Dimethylsulfoxid (DMSO) gelöst und in einer Verdünnung von 20mg/dl 

verwendet. Aus je 11 bzw. 10 der Peptide wurden die Peptidpools 1 und 2 zur 

Stimulation der Zellkulturen gebildet. Abbildung 1 zeigt eine schematische 

Übersicht der Aufteilung der Peptidpools. 
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2.3.3 Zellkulturen 

Nach dem Auftauen der PBMC wurden die Zellen gezählt und in R10-Medium in je 

zwei Versuchsansätze aufgeteilt. Anschließend erfolgte eine Stimulation mit den 

Peptidpools 1 oder 2. Die Zellkulturansätze wurden im Inkubator bei 37°C und 5% 

CO2 für 9-11 Tage inkubiert. Während der Kultur wurde das Medium dreimal 

gewechselt sowie Interleukin-2 (IL-2) zur Stimulation der Zellproliferation 

hinzugefügt. Nach der Kultivierung wurden die Zellen vor Beginn der Experimente 

zweimal mit Medium gewaschen. 

 

2.3.4 ELISpot-Assays 

Nach Inkubation der Zellkulturen erfolgte die Stimulation der Zellen mit den HDV-

Einzelpeptiden im Rahmen eines ELISpot-Assays (Enzyme Linked Immuno Spot 

Assay). Die ELISpot-Platten wurden anhand der Herstellerangaben (Millipore 

Corporation, Billerica, USA) sowie früherer Publikationen vorbereitet und bestückt 

(Huang et al., 2009; Mueller et al., 2010). Die Auszählung erfolgte mittels AiD 

ELISpot Reader (AID Diagnostica GmbH, Straßberg, Deutschland) sowie manueller 

Mikroskopie. Als Positivantworten wurde eine Anzahl an Spot Forming Cells (SFC) 

entsprechend dreimal der Negativkontrolle gewertet; bei null SFC in der 

Negativkontrolle oder keinen deutlich positiven Antworten wurden die höchsten SFC 

im Vergleich zur Durchschnittsantwort für weitere Versuche genutzt.  

 

Abbildung 1: Schematische Übersicht des Aufbaus des HDV-Antigens sowie der Aufteilung 

des Peptidpools. 

(A) Schematische Darstellung von S-HDAg (kurzes HDV-Antigen) und L-HDAg (langes HDV-

Antigen) (aa = Aminosäuren). (B) Übersicht der Peptidpool-Zusammensetzung. Die synthetisierten 

Peptide weisen eine Länge von 20 aa auf und überlappen um 10 aa; Pool 1 besteht aus Peptiden 1-

11, Pool 2 aus Peptiden 12-21. 

Peptid 1 
aa 1-20 

Peptid 3 
aa 21-40 

Peptid 5 
aa 41-60 

Peptid 7 
aa 61-80 

Peptid 9 
aa 81-100 

Peptid 11 
aa 101-

120 

Peptid 13 
aa 121-140 

Peptid 15 
aa 141-160 

Peptid 17 
aa 161-180 

Peptid 19 
aa 181-200 

Peptid 21 
aa 201-214 

Peptid 2 
aa 11-30 

Peptid 4 
aa 31-50 

Peptid 6 
aa 51-70 

Peptid 8 
aa 71-90 

Peptid 10 
aa 91-110 

Peptid 12 
aa 110-130 

Peptid 14 
aa 131-150 

Peptid 16 
aa 151-170 

Peptid 18 
aa 171-190 

Peptid 20 
aa 191-210 

Pool 1 
Peptide 1-11 

Pool 2 
Peptide 12-21 
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2.3.5 Durchflusszytometrie und Intrazellulärfärbung von Interferon-γ 

Für jede positive Antwort im ELISpot wurde im Anschluss eine Intrazellulärfärbung 

nach Stimulation mit dem gleichen HDV-Peptid zur Qualifizierung der 

Positivantworten durchgeführt. PMA/Ionomycin fungierte als Positivkontrolle, R10 

als Negativkontrolle. Nach Stimulation wurden die Zellen intra- und extrazellulär 

gefärbt. Die Analyse der Proben erfolgte im Anschluss mit dem BD LSRFortessa 

(BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland). 

In Abbildung 2A ist die Gating-Strategie zur Einteilung von lebendigen Zellen, 

Einzelzellen, Lymphozyten, T-Lymphozyten und von CD4+- und CD8+-T-

Zellpopulationen dargestellt. Die Aktivität der T-Zellen wurde anhand ihrer 

Expression von CD154 sowie Interferon-γ analysiert. Abbildung 2B zeigt 

repräsentative FACS Dotplots der CD154- und Interferon-γ-Expression auf CD4+-T-

Zellen einer Patientenprobe nach Stimulation mit einem HDV-Peptid. 

 

2.3.6 HLA-Binding: in silico Prädiktionen und in vitro Assays 

In Zusammenarbeit mit dem La Jolla Institute for Immunology, San Diego, USA 

erfolgte eine in silico Prädiktion der immunogenen Epitope mittels der 

Analysesoftware der Immune Epitope Database (IEDB) (Kim et al., 2012). Zudem 

wurden in vitro Assays mit einem Set von MHC-Molekülen und allen Einzelpeptiden 

durchgeführt.  

Abbildung 2: Repräsentatives Gating und Expression von CD154 und Interferon y auf CD4⁺ 

und CD8⁺ T-Zellen nach Einzelpeptid-Stimulation 

(A) Repräsentative FACS Dotplots zeigen die Gating-Strategie für die Analyse der CD154-

Exprimierung und der Interferon-γ-Produktion auf CD4+ und CD8+ T-Zellen eines gesunden 

Probanden. Als Positivantwort wurden CD4+- oder CD8+-T-Zellen gewertet, die sowohl CD154 als 

auch Interferon-γ aufwiesen. (B) Beispielhafte Darstellung der Interferon-γ- und CD154-Expression 

von CD4⁺-T-Zellen. Die rote Umrandung weist auf die doppelt positiven T-Zellen hin. Von links nach 

rechts: (1) Negativkontrolle (2) HDV-Peptidstimulation, keine signifikante Antwort (3) HDV-

Peptidstimulation, signifikante Antwort. 
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Anhand der Ergebnisse konnte eine Vorhersage der MHC-Restriktionen für alle 

Peptid-spezifischen Antworten der Patient*Innen gemacht werden (siehe 

Supplemental 3 (Landahl et al., 2019)). 
 

2.3.7 Statistische Analyse 

Die Datenanalyse der Durchflusszytometrie-Ergebnisse erfolgte mit der FlowJo 

Software (Version 10.0.8, Treestar, Ashland, USA). Zur statistischen Auswertung 

und graphischen Darstellung wurde die GraphPad Software genutzt (Versionen 6.0 

und 7.0, GraphPad Software, San Diego, USA). Beim Vergleich von mehr als zwei 

Gruppen wurden sowohl der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test als auch der Kruskal-

Wallis-Test mit Dunn-Bonferroni als post-hoc-Test angewendet. Die bivariate 

Korrelationsanalyse erfolgte mittels der Rangkorrelationsanalyse nach Spearman. 

Alle Ergebnisse wurden als Mittelwert, teilweise mit Standardabweichungen oder 

mit Standardfehler dargestellt. Ein p-Wert ≤0,05 wurde als statistisch signifikant 

angesehen.  

 

 

2.4 Ergebnisse 

2.4.1 Nachweis von HDV-spezifischen T-Zellantworten nach Kurzzeitkultivierung 

und IL-2-Supplementierung 

In einer initialen Versuchsreihe erfolgte die ICS-Durchführung ohne vorherige 

Kultivierung und IL-2-Supplementierung der T-Zellproben; es ließ sich jedoch bei 

keinem der Patient*Innen eine signifikante Interferon-γ-Produktion nach Stimulation 

mit HDV-Einzelpeptiden nachweisen. Ausnahme bot ein akut superinfizierter 

Patient, dessen T-Zellantwort über mehrere Wochen hinweg in Blutproben ex vivo 

nachgewiesen werden konnte (siehe 2.4.5). Zur Stimulation einer T-Zellantwort 

erfolgte daher die Kultivierung der Lymphozyten mit Supplementierung von IL-2 

(Ross and Cantrell, 2018). Nach IL-2-Stimulation ließen sich nun bei 17 von 32 

Patient*Innen HDV-spezifische Antworten auf insgesamt 17 der 21 HDV-Peptide 

nachweisen; wie auch in ähnlichen Studien reagierte auch hier nur ein geringer 

Prozentsatz der CD4+-T-Zellen auf die Peptidstimulation (siehe Abbildung 3). 

Insgesamt konzentrierten sich 47% der T-Zellantworten auf die Aminosäuren 11-30 

und 41-60 (CD4+-T-Zellantworten) sowie 191-210 (CD8+-T-Zellantworten). Eine 

Übersicht des vollständigen Antwortmusters ist in Figure 2 der vorliegenden 

Publikation zu sehen (Landahl et al., 2019). 
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2.4.2 HDV-spezifische T-Zellantwort ist unabhängig von der bestehenden HDV 

Viruslast der Patient*Innen, korreliert aber mit der bestehenden HBV Viruslast 

In einer 1997 veröffentlichen Studie von Nisini et al. wurde ein potentieller 

Zusammenhang zwischen klinischem HDV Status und der Stärke der HDV-

spezifischen T-Zellantwort be-

schrieben (Nisini et al., 1997). Die in 

dieser Arbeit untersuchten 17 

Patient*Innen mit nachweisbaren T-

Zellantworten setzten sich aus neun 

chronischen, sieben ausgeheilten 

sowie einem akut HDV-infizierten 

Patienten zusammen. Im Gegensatz 

zu Nisini et al. zeigten sich in der 

vorliegenden Promotionsarbeit keine 

signifikanten Unterschiede in der 

Antwortbreite zwischen Patient*Innen 

mit nachweisbarer HDV-Virämie und 

Patient*Innen ohne (p=0,59); ebenso 

konnten keine Unterschiede in der 

Antwortstärke von CD4+-T-Zellen 

(p=0,32) oder CD8+-T-Zellen (p=0,18) 

der ausgeheilten und chronisch 

infizierten HDV-Patient*Innen fest-

Abbildung 4: Anzahl der HDV-spezifischen 

Antworten korreliert mit der HBV-Viruslast. 

Patient*Innen mit hoher HBV-Viruslast zeigten 

durchschnittlich seltener HDV-spezifische 

Antworten als Patient*Innen mit niedriger HBV-

Viruslast. P-Werte wurden mittels der 

Rangkorrelationsanalyse nach Spearman 

berechnet. P-Werte ≤ 0,05 wurden als signifikant 

gewertet und als * dargestellt; ** repräsentiert einen 

p-Wert ≤ 0,01. Dargestellt ist der Mittelwert. 

Abbildung 3: Prozentsatz der Interferon-γ-positiven T-Zellen nach Peptidstimulation 

Es ergibt sich kein signifikanter Unterschied zwischen der Frequenz an aktivierten T-Zellen in 

Patient*Innen ohne HDV-Nachweis (PCR-) oder mit HDV-Nachweis (PCR+). (A) Aktivierte CD4⁺ T-

Zellen. (B) Aktivierte CD8⁺ T-Zellen. P-Werte wurden mittels der Rangkorrelationsanalyse nach 

Spearman berechnet. P-Werte ≤ 0,05 wurden als signifikant gewertet und als * dargestellt; ein p-

Wert > 0,05 wurde als statistisch nicht signifikant angesehen und mit ns (nicht signifikant) 

gekennzeichnet. Dargestellt ist der Mittelwert. 
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gestellt werden (siehe Abbildung 3). Figure 3 der vorliegenden Publikation 

(Landahl et al., 2019) zeigt die Antwortverteilung der untersuchten 

Patient*Innenproben in Hinblick auf die HDV-Virämie. 

Bemerkenswert ist eine signifikante negative Korrelation zwischen HDV-

spezifischer Antwortbreite und Hepatitis-B-Viruslast (Abbildung 4). 

 

2.4.3 Bestimmung der HLA-Restriktionen ausgewählter HDV-Epitope 

In Zusammenarbeit mit dem La Jolla Institute, San Diego, USA, konnten sowohl in 

silico als auch in vitro Versuchsreihen zur Prädiktion möglicher HLA-Restriktionen 

durchgeführt werden. Als signifikant wurde eine Bindungsaffinität von <1000nM 

gewertet. In früheren Studien waren bereits mögliche MHC-I- und -II-Restriktionen 

beschrieben worden (Nisini et al., 1997; Huang et al., 2004; Karimzadeh et al., 

2018). Die Ergebnisse decken sich weitgehend mit den hier gemessenen 

Bindungskapazitäten. Für Epitop aa 50-65 ist in mehreren unabhängigen Studien 

die HLA-Restriktion DRB1*10:01/DRB1*11:01 beschrieben worden; von den sieben 

Patient*Innen, die auf Peptid aa41-60 reagierten, trugen vier einen der beiden HLA-

Typen. Die nachgewiesenen T-Zellantworten von Patient*Innen mit weiteren HLA-

Typen lassen jedoch darauf schließen, dass Epitop aa 41-60 zu einem gewissen 

Grad vielfältige Bindungen zulässt; in in silico Versuchen ließen sich Bindungen mit 

hoher Affinität zu 12 verschiedenen MHC-II-Molekülen feststellen. Auch in vitro 

zeigte Peptid aa 41-60 multiple hochaffine Bindungen.  

 

2.4.4 Bestimmung der minimalen Epitop-Länge der HDV-Peptide  

Um die immunogenen Epitope der verwendeten 20mer-HDV-Peptide auf die 

optimale Länge eingrenzen zu können, wurden für ausgewählte Peptide 18-mer- 

bzw. 16-mer-Trunkierungen synthetisiert. Es erfolgten wiederholte ELISpot- und 

ICS-Versuchsreihen mit Proben von Patient*Innen, die auf die 20mer-Peptide 

signifikant reagiert hatten. Eine eindeutige Eingrenzung von immunogenen 

Epitopen konnte dabei jedoch nicht abschließend erzielt werden. Während sich die 

T-Zellantworten in Versuchsreihen mit 20mer-Peptiden auf einzelne Peptide 

konzentrierte, konnte in Versuchen mit Trunkierungen kein Fokus auf einzelne 18- 

oder 16-mer-Peptide beobachtet werden. Selbst in Proben mit gleichem HLA-Typ 

und gleichem Reaktionsmuster auf das 20mer-Peptid zeigten sich Diskrepanzen im 

Erkennungsmuster der Trunkierungen (siehe Figure 4 der vorliegenden Publikation 

(Landahl et al., 2019)). 

 

2.4.5 Longitudinale ex vivo Messung von HDV-spezifischen T-Zellantworten eines 

Patienten mit akuter HBV/HDV Superinfektion 

Innerhalb dieser Studie konnte ein Patient mit einer akuten HDV Superinfektion 

rekrutiert und eingeschlossen werden. Im Vergleich zu Patient*Innen mit 

chronischer bzw. ausgeheilter Infektion (siehe 2.4.1) konnten bei diesem Patienten 

HDV-spezifische T-Zellantworten ex vivo detektiert werden. In longitudinalen 
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ELISpot-Untersuchungen über 15 Wochen zeigte sich initial eine starke T-

Zellantwort gegen zwei HDV-spezifische Einzelpeptide, die im Verlauf der Infektion 

jedoch stark abnahm.  

In der akuten Phase der HDV Infektion ließen die klinischen und laborchemischen 

Daten des Patienten zunächst auf eine spontane Ausheilung der HDV-Infektion 

schließen. Im weiteren zeitlichen Verlauf war jedoch ein erneuter Anstieg der 

Hepatitis-D-Viruslast zu verzeichnen und der Patient entwickelte eine chronische 

HDV-Infektion; bemerkenswerterweise war bereits vor dem erneuten Anstieg der 

Viruslast eine deutliche geringere Antwortstärke im ELISpot messbar (Abbildung 

5).  

 

2.5 Diskussion 

In der vorliegenden Dissertation wurde die Breite und Spezifität der HDV-

spezifischen T-Zellantworten übersichtlich dargestellt; ein Zusammenhang zum 

klinischen Verlauf der Patient*Innen zeigte sich nicht. Bei 17 der 32 untersuchten 

Patient*Innen konnte eine HDV-spezifische T-Zellantwort nachgewiesen werden. 

Insgesamt wurden 17 der 21 HDV-Peptide von mindestens einem/r Patient*in 

erkannt. 47% der HDV-spezifischen T-Zellantworten konzentrierten sich auf drei 

bestimmte, unterschiedliche HDV-spezifische Peptide, die in Zukunft als geeignete, 

häufig erkannte Peptid-Epitope für weitere Studien der HDV T-Zellantwort dienen 

können. Der hier gewählte Versuchsaufbau konnte Limitationen von früheren 

Publikationen umgehen: in vorangegangen Studien wurden CD4+-T-Zell-Klone von 

wenigen ausgewählten Patient*Innen verwendet (Nisini et al., 1997), es erfolgte 

eine Vorauswahl der verwendeten HDV-Peptide anhand möglicher MHC-

Restriktionen (Huang et al., 2004; Karimzadeh et al., 2018) oder eine Untersuchung 
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Abbildung 5: Ex vivoELISpot im zeitlichen Verlauf der akuten Superinfektion.  
Zu Beginn der Superinfektion sind starke peptidspezifische Antworten messbar, im Verlauf dann 
rasche Abnahme der Antwortstärke. Die Hepatitis-D-Virämie war ab Tag 39 transient negativ, ab Tag 
92 jedoch wieder detektierbar. 
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der T-Zellantworten auf Peptidpools im Gegensatz zu Einzelpeptiden (Grabowski et 

al., 2011). Im Vergleich dazu stellt die vorliegende Dissertation eine umfassende 

Analyse der Peptid-spezifischen T-Zellantwort auf das gesamte HDV-Antigen dar. 

Wie bereits in vorigen Studien ließ sich auch hier kein Zusammenhang zwischen 

dem Krankheitsverlauf und der T-Zellantwortstärke oder -breite feststellen. Im 

Gegensatz zu Nisini et al., die 1997 eine Korrelation zwischen der Proliferationskraft 

von T-Zellen und der klinischen Aktivität der HDV-Hepatitis messen konnten, zeigte 

sich in der vorliegenden Studie kein signifikanter Unterschied in der T-Zellaktivität. 

Dies kann unter anderem mit dem gewählten Versuchsaufbau zusammenhängen; 

durch die Zugabe von IL-2 während der Zellkultivierung wurde eine künstliche 

Zellexpansion erzeugt, zudem wurde die Proliferationsrate der T-Zellen nicht 

überprüft. Die klinische Relevanz der hier beschriebenen immunogenen Epitope 

muss dementsprechend in weiterführenden Studien durch Messung der T-Zell-

Funktionalität untersucht werden. Ein weiterer Erklärungsansatz ist, dass es in 

einigen Fällen erst nach HBV-Serokonversion zu einer Ausheilung der HDV-

Infektion kam. Diese Patient*Innen wurden als HDV-ausgeheilt klassifiziert, auch 

wenn die PCR-Negativität vermutlich Folge des Mangels an HBsAg war und nicht 

einer zielgerichtete Immunantwort gegen HDV. 

Im Rahmen der vorliegenden Studie konnten bei 53% der Patient*Innen T-

Zellantworten detektiert werden. Der Versuchsaufbau und die Peptidlänge von 20 

Aminosäuren zielten primär auf eine Bestimmung der CD4+-T-Zellantworten ab, es 

wurden jedoch auch einzelne CD8+-T-Zellantworten gemessen. Zur optimalen T-

Zell-Proliferation erfolgte zudem vor Verwendung der Zellen eine 7- bis 10-tägige 

Kultivierung mit Zusatz von IL-2. In ähnlichen Studienmodellen konnte eine 

Funktionssteigerung von T-Zellen durch Zusatz von Interleukin-12 (IL-12) 

beschrieben werden (Schirdewahn et al., 2017). Es ist zu diskutieren, ob auch hier 

durch den Zusatz von IL-12 eine größere Anzahl an T-Zellantworten hätte erreicht 

werden können; die hier erzielte Antwortrate von 53% entspricht jedoch den 

Erwartungen und ist vergleichbar mit den Ergebnissen aus vorigen Studien. In 

ähnlichen HDV-Studien sind T-Zell- Antworten in 30-65% der getesteten Blutproben 

beschrieben – unabhängig von der Stimulationsart der Zellkulturen (Nisini et al., 

1997; Grabowski et al., 2011; Schirdewahn et al., 2017). Zudem ist unklar, ob die 

Stimulation mit IL-12 tatsächlich zu einer gezielten Funktionssteigerung geführt oder 

lediglich eine unspezifische Zellproliferation angeregt hätte. Auch die Lokalisation 

der hier erkannten Epitope auf dem HDAg stimmen mit zahlreichen Daten aus 

früheren Publikationen überein. Nisini et al. beschrieben unter anderem CD4+-T-

Zellantworten auf die Peptidsequenz aa 50-65, während Karayiannis et al. vermehrt 

CD8+-T-Zellantworten im Carboxy-Terminus des S-HDAg (aa 94-195) detektierten 

(Karayiannis et al., 1993; Nisini et al., 1997). Dennoch hätte die hier erreichte 

Antwortrate von 53% der Patient*Innen durch Optimierung der Methodik eventuell 

gesteigert werden können; eine Depletion der CD8+ T-Zellen sowie die Kultivierung 

mit IL-12 hätten zu einer stärkeren Fokussierung auf CD4+ T-Zellen geführt und so 

vielleicht mehr Antworten ermöglicht. Die in 2.4.4 beschriebene Versuchsreihe zur 
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Eingrenzung der immunogenen Epitope konnte aufgrund der geringen Zellanzahl 

und niedrigen Antworten nur limitiert erfolgen; eine bessere Kultivierung der T-Zellen 

hätte mehr Versuchsreihen ermöglichen können . 

Die Festlegung der Signifikanzgrenze spielt ebenfalls eine entscheidende Rolle in 

der Anzahl der detektierten T-Zellantworten. Ein gängiges Studienmodell ist die 

Definition eines Dreifachen der Negativantwort als Grenzwert, in der vorliegenden 

Studie zeigte jedoch die überwiegende Mehrheit der untersuchten 

Patient*Innenproben keine Interferon-γ-Produktion in der Negativkontrolle. Aus 

diesem Grund wurde die Definition des Grenzwertes erweitert. Im ELISpot wurden 

Positivantworten aus mindestens drei SFC gewertet, in der Durchflusszytometrie 

galt die Interferon-γ-Produktion durch mindestens 0,02% der T-Zellen mit 

realistischem Verteilungsmuster als Positivantwort. Hier wurde sich an früheren 

Studien orientiert, jedoch ist dieser Aspekt bei der Analyse und Auswertung der 

erzielten Daten zu berücksichtigen. Ein niederschwelliges Korrigieren des 

Grenzwertes von 0,02% ergab jedoch keine signifikanten Änderungen in der 

Bewertung der Zellantworten (Draenert et al., 2003; Lauer et al., 2004; Schulze zur 

Wiesch et al., 2005). 

Um die HDV-spezifische Immunantwort im Detail besser einordnen zu können, kann 

der Vergleich mit der Antwortgröße und -breite der T-Zellantworten in anderen 

humanen Virusinfektionen helfen. Eine generelle Minderung der T-Zell-

Funktionalität ist bei HBV-Infektionen mit hoher Viruslast bereits beschrieben 

(Bertoletti and Ferrari, 2013); dies könnte erklären, weshalb eine Korrelation 

zwischen HBV-Viruslast und HDV-spezifischer T-Zellantwort detektiert wurde. 

Zusätzlich hätte ein Vergleich der T-Zellantworten mit anderen viralen Infektionen 

wie Influenza und/oder Cytomegalievirus (CMV) weiteren Aufschluss zum 

Verstehen der Immunantwort bei HDV liefern können. Bei einer HCV Infektion ist im 

Vergleich ein signifikanter Zusammenhang zwischen CD4+-T-Zellaktivität und 

klinischem Verlauf beschrieben (Mueller et al., 2010; Schulze zur Wiesch et al., 

2012); dieses Konzept lässt sich jedoch auf die chronische HDV-Infektion nicht 

übertragen. Ein möglicher Erklärungsansatz wäre, dass Patient*Innen mit 

ausgeheilter HDV-Infektion häufig noch eine hohe HBV-Viruslast aufweisen und es 

so zu einer funktionellen T-Zellerschöpfung kommt (Urban, Neumann-Haefelin and 

Lampertico, 2021). Auch das Prinzip der Immunevasion ist bereits für HDV 

beschrieben – virale Polymorphismen können eine sichere MHC-Bindung und 

ausreichende T-Zellantwort verhindern (Karimzadeh et al., 2019; Kefalakes et al., 

2019).  

Zusammenfassend konnten in der vorliegenden Promotion multiple 

niedrigfrequente, HDV-spezifische CD4+- und CD8+-T-Zellantworten nach in vitro-

Stimulation der Zellen unabhängig von der Krankheitsaktivität detektiert werden. Die 

Ergebnisse dieser Arbeit sind für die Entwicklung und Etablierung von MHC-I-/II-

Tetrameren hilfreich und können eine Rolle in der Analyse der Immunantwort in 

zukünftigen HDV-Therapie-Studien spielen. 
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3 Zusammenfassung 

Die chronische Ko-Infektion mit Hepatitis B (HBV) und Hepatitis D (HDV) zählt zu 

den schwerwiegendsten viralen Lebererkrankungen mit hoher Morbiditätsrate und 

limitierten Therapieoptionen. Wenig ist über die zellulären Abwehr- und 

Kontrollmechanismen bekannt. In dieser Promotionsarbeit sollten nun die Breite 

sowie Spezifität der HDV-spezifischen T-Zellantwort in einer Kohorte von 32 HDV-

Patient*Innen, welche sich in verschiedenen Infektions-Stadien befanden, 

charakterisiert werden.  

Mit der Ausnahme eines akut mit HDV superinfizierten Patienten konnten ex vivo 

keine HDV-spezifischen T-Zellantworten per ELISpot nachgewiesen werden. Nach 

in vitro Expansion und Stimulation war es jedoch möglich, in über 50% der 

Patient*Innen Virus-spezifische T-Zellantworten gegen ein oder mehrere der HDV-

Peptide nachzuweisen; insgesamt wurde eine Mehrzahl der Peptide (17/21) von 

mindestens einem Patienten erkannt. Interessanterweise gab es keinen 

signifikanten Unterschied in der Antwortstärke von HDV-PCR+- gegenüber PCR--

Patient*Innen. Die HDV-spezifischen Antworten konzentrierten sich hauptsächlich 

auf drei Epitope, die jeweils von 12-21% der Patient*Innen erkannt wurden – zwei 

davon MHC Klasse II-restringiert (aa 11-30, aa 41-60) sowie ein MHC Klasse I-

restringiertes Epitop (aa 181-210). In vitro HLA-Binding-Assays zeigten multiple 

HLA-DR-Bindungen der beiden CD4+-T-Zell-spezifischen Epitope (aa 11-30, aa 41-

60). 

Diese umfassende Charakterisierung von HDV-spezifischen T-Zell-Epitopen bildet 

eine wichtige Grundlage für zukünftige Studien der Immunpathogenese der HDV-

Infektion. 
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4 Summary 

Chronic co-infection with hepatitis B (HBV) and hepatitis delta virus (HDV) has a 

high liver disease related morbidity with limited treatment options. Little is known 

about the correlates of viral control. This study aimed to comprehensively define the 

breadth and specificity of the HDV-specific T cell response in patients at different 

stages of infection.  

 

Apart from one patient with acute HDV infection, HDV-specific T cell responses 

could not be detected ex vivo by ELISpot. However, on average, T cell responses 

after in vitro expansion were detected in more than 50% of the patients against one 

or more peptides, and most peptides (17/21) were recognized. Interestingly, there 

was no significant difference between the breadth of response in HDV PCR+ versus 

PCR- patients. HDV-specific T cell responses focused on three distinct HDV-specific 

epitopes that were each detected by 12-21% of patients – two MHC class II 

restricted (aa 11-30, aa 41-60) as well as one MHC class I restricted epitope (aa 

191-210). In in vitro HLA binding assays, the two CD4+ T cell specificities (aa 11-30, 

aa 41-60) showed promiscuous binding to multiple HLA-DR molecules.  

This thesis established the first comprehensive experimental overview of HDV T cell 

epitopes that will facilitate studies of immunopathogenesis. 
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