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Executive Summary/Abstract

Technische Universitéit Miinchen

A prominent feature of chronic HBV infection — in contrast to other chronic virus infection - is that HBV-specific T cells are scarce. This could have different
reasons: either HBV-specific T cells do not expand or they simply undergo apoptosis. This may be due to antigen recognition in the wrong context, unbalanced
co-stimulation/co-inhibition or — as we propose here - due to a lack of essential metabolites.

The liver is an essential metabolic and detoxifying organ. Thus, the metabolic micromilieu is adapted to tolerate antigens derived from the gastrointestinal tract
preventing immunes responses that could harm healthy liver tissue. While being beneficial for the organism overall, this may prevent effective antiviral
immune responses. Viruses, like the hepatitis B virus (HBV), profit from this situation and persist in the liver environment.

We investigated the impact of nutrient deprivation caused by infection with HBV on the adaptive immune response and in particular on T cell functionality. As
liver samples from patients with chronic hepatitis B showed changes in the composition of amino acids associated with reduced T cell activation, we will
determined amino acid compositions and abundance in HBV-infected hepatocytes and liver of chronically HBV infected mice and humans. We studied HBV-
specific T cell responses, and cultured T cells grafted with HBV-specific T-cell receptors on HBV infected cells to study their cytotoxicity dependent on HBV
antigen expression levels.

We vaccinate mice infected with an AAV transferring replication competent HBV genomes (AAV-HBV) in conditions expressing different levels of antigens for
different durations. In the vaccinated mice, metabolomic analysis of liver were successfully performed, HBV-specific T cell responses were determined, and
HBV-specific T cells from the liver was analysed on a single cell level. The complex omix data sets are currently under evaluation.

We already observed reduced cytotoxic efficacy of HBV-specific T cells when Arginin was absent in the incubation medium as evidenced by reduced release of
cytokines, particularly interferon-gamma and granzyme B.



Kapitel 1: Kurzbericht (wird veroffentlicht)

a) Urspringliche Aufgabenstellung und wissenschaftlicher/technischer Stand, an den angeknipft wurde

Technische Universitéit Miinchen

Das Hauptziel dieses Projekts bestand darin, die Rolle metabolischer Veranderungen im Zusammenhang mit einer Hepatitis B Virus Infektion zu
untersuchen. Es wurde speziell darauf abgezielt, wie Verdanderungen in der Nahrstoffzusammensetzung der Leber die Immunantwort mafigeblich
beeinflussen kdnnen. Individuen, die an chronischer Hepatitis B erkrankt sind, zeigten im Vergleich zu gesunden Personen signifikante Veranderungen in
der Nahrstoffzusammensetzung der Leber.

b) Ablauf des Vorhabens

Technische Universitéit Miinchen

Das Vorhaben begann mit der Anwendung eines etablierten Zellkulturmodells einer Hepatitis-B-Virus (HBV) Infektion, welches es ermdglichte,
Veranderungen in der Zusammensetzung verschiedener Metaboliten durch den Einsatz von Massenspektrometrie zu untersuchen. Um herauszufinden, wie
die Menge oder das Fehlen bestimmter Aminosduren durch die Infektion mit HBV und die entsprechenden Antigenproduktionsniveaus beeinflusst wird,
wurden umfangreiche Metabolomics-Analysen durchgefiihrt. Zur Charakterisierung der zugrunde liegenden Stoffwechselverdnderungen, die zu einer
verringerten Verfligbarkeit von Aminosduren und maoglicherweise zu unzureichenden T-Zell-Antworten fiihren, wurden detaillierte biochemische Studien
und RNA-Sequenzierungen durchgefiihrt. Um festzustellen, ob diese Stoffwechselveranderungen eine beeintrachtigte Immunantwort gegen HBV
verursachen, wurden in-vitro- und in-vivo-Experimente durchgefiihrt, die die Funktionalitat der T-Zellen unter den verdnderten metabolischen
Bedingungen untersuchten.



Im Anschluss wurden zwei Hauptaspekte untersucht: Zum einen die Analyse der Stoffwechselwege auf Transkriptionsebene in den Hepatozyten. Hierbei lag
der Fokus darauf, die Mechanismen zu verstehen, die fiir die beobachteten Verdanderungen verantwortlich sind. Zum anderen wurde der inhibierende
Effekt auf T-Zellen analysiert, um die Auswirkungen der metabolischen Veranderungen auf die Immunantwort zu verstehen.

Die Ergebnisse sind nun die Grundlage fiir einen Therapieansatz im Bereich der Inmunmodulation. Dieser neue Ansatz wird in einem in vivo Mausmodell
fiir HBV getestet.

c) Wesentliche Ergebnisse und ggf. Zusammenarbeit mit anderen Forschungseinrichtungen

Technische Universitédt Miinchen

Es erfolgte eine umfassende Metabolom-Analyse von HBV-infizierten Zellen und deren Uberstand in enger Kooperation mit der Metabolomics Core Facility
des Helmholtzzentrums Minchen. Die Ergebnisse dieser Analysen zeigten eine deutliche Veranderung in der Zusammensetzung der untersuchten
Metabolite aufgrund der HBV-Infektion. Insbesondere war eine Reduktion verschiedener Lipide im Vergleich zu nicht infizierten Zellen festzustellen.

Die nachfolgende RNA-Sequenzierung hatte das Ziel, die zugrunde liegenden Stoffwechselwege, die fiir diese Verdanderungen verantwortlich sind, zu
identifizieren. Durch eine Gene Orthology Analysis wurden die vielversprechendsten Gene ausgewahlt und auf ihre Zusammenhange mit den beobachteten
Veranderungen in der Metabolom-Analyse untersucht.

Um die funktionellen Einflisse von HBV-infizierten Hepatozyten auf T-Zellen zu erforschen, wurden Hepatomazellen in Zellkultur mit HBV infiziert, und der
Uberstand wurde gesammelt. AnschlieRend wurden T-Zellen in diesem Uberstand inkubiert und unspezifisch stimuliert. Hierbei wurde eine verminderte
Fahigkeit der T-Zellen festgestellt, Zytokine freizusetzen.

Kapitel 2: Eingehende Darstellung (wird veréffentlicht)

a) Ausflhrliche Darstellung der erzielten Ergebnisse im Einzelnen

Technische Universitéit Miinchen



Entsprechend WP1:

Es wurden Seren und Leberlysate von AAV-HBV-infizierten Mdusen auf Unterschiede in Aminosdurenkonzentration und Genexpression untersucht. Mit
Ausnahme eines Immun-Checkpoints namens PD-L1, der durch hochtitrige Infektion erhéht war, zeigten sich keine Unterschiede in den untersuchten
Metaboliten oder Genen. Aufgrund der geringeren Sensitivitat und Spezifitdt der genutzten Assays haben wir uns entschieden, einen anderen
methodischen Ansatz zu nutzen, und kooperieren derzeit mit der Metabolomics Core Facility des Helmholtz Zentrums Miinchen.

Eine Analyse von Zelllinien und primaren Zellen mittels einer neuen massenspektrometrischen Methode wurde etabliert und Metabolom-Analysen von
HBV-infizierten Zellen wurden durchgefiihrt. Die Analyse zeigte die Reduktion von diversen Aminosauren, Biogenen Aminen, sowie anderer insbesondere
Lipide die eine zentrale Rolle in diversen Stoffwechselwegen einnehmen. Interessanterweise beschrankte sich dieser Effekt nur auf die Zellen selber, im
Uberstand konnten die Veranderungen nicht nachvollzogen werden.

RNA-Proben aus unserem Zellkulturmodell wurden zur Next-generation Sequenzierung geschickt, um die Veranderungen, die durch eine HBV-Infektion in
der Genexpression hervorgerufen werden, besser nachvollziehen zu kénnen. Auf Grundlage dieser Sequenzdaten erfolgte eine detaillierte Untersuchung
der metabolischen Stoffwechselwege. Es wurden eine Reihe von Genen gefunden die nun weiter analysiert werden.

Entsprechend WP2:

Durch Kooperation mit dem Max-Planck-Institut Minchen haben wir Zugriff auf eine Mauslinie, die einen Gendefekt in einem Gen zur metabolischen
Regulation der Immunantwort besitzt. Hier wurden die passenden Mause geziichtet und erste Experimente durchgefiihrt. Es zeigte sich ein Unterschied im
Verlauf der Infektion im Vergleich zu Wildtyp- Mausen.

Es wurde der Einfluss fehlender Aminosaduren auf den zytotoxischen Effekt von HBV-spezifischen T-Zellen in einer Kokultur untersucht. HBV-transgene
Zellen wurden in verschiedenen Medien gehalten, die entweder keine Arginin oder Lysin enthielten. Nach Zugabe von T-Zellen, die einen HBV-spezifischen
TCR besalRen, konnte der zytopathische Effekt auf die Zielzellen mithilfe des XCelligence-Systems gemessen werden. Hier sahen wir eine verringerte
Effektivitat von Zellen, die in Medium inkubiert wurden, in dem Arginin fehlte. Dieser Effekt spiegelte sich auch in einer verringerten Freisetzung von
Zytokinen, insbesondere Interferon-gamma und Granzyme B, wider.



Gemall WP3:

AAV-HBV-infizierte Mause wurden mit einer siRNA behandelt, die HBV-Proteine herunterreguliert. Zusatzlich erhielten die Mause eine siRNA gegen den
Immun-Checkpoint PD-L1, da auch dieser Einfluss auf den Metabolismus von Zellen haben kann. Darauffolgend wurden die Mause mit einer
therapeutischen Vakzine behandelt, um zu sehen, ob die verdanderten Bedingungen einen Einfluss auf die Effektivitat der Vakzine haben. Hier zeigte sich
eine deutliche Effektivitatssteigerung der Vakzine durch die adjuvante Therapie. Dieser Effekt wird derzeit weiter untersucht und die Ergebnisse in einem
Manuskript zusammengefasst.

b) Meilensteine und Liefergegenstande

Nr. Titel Arbeitspaket Einrichtung Datum lIt. Korrigiertes | Status Kommentar
Vorhabenbe | Datum
schreibung
1 Identification of the amino acid | WP1 Technische 31.12.2021 Erfullt
and nutrient composition in Universitat
HepG2-NTCP cells infected vs Minchen
non-infected
2 Identification of the amino acid | WP1 Technische 01.06.2022 Erfallt
and nutrient composition in Universitat
serum and livers of AAV-HBV Miinchen
infected mice vs wildtype mice
3 Metabolism studies in infection | WP2 Technische 01.10.2022 Erfallt
models vs controls completed Universitat
Minchen
4 Functional analysis of HBV- WP3 Technische 01.06.2023 Erfallt
specific T cells in response to Universitat
infected or non-infected target Minchen
cells completed




Nr. Titel Arbeitspaket Einrichtung Datum It. Korrigiertes | Status Kommentar
Vorhabenbe | Datum
schreibung
1 Exposition of the differencesin | WP1 Technische 30.09.2022 Erfallt
amino acid and nutrient Universitat
concentrations/compositions in Miinchen
HBV infection vs control in vitro
and in vivo.
2 Illustration of metabolic WP2 Technische 31.12.2022 Erfillt
changes in response to different Universitat
Levels of HBV infection in the Minchen
cell culture model
3 Functional and cytotoxic profile | WP3 Technische 30.09.2023 Erfillt
of HBV-specific T cells in in vitro Universitat
and in vivo infection models Minchen
4 Illustration of the connections WP1-3 Technische 30.09.2023 Erfallt
between HBV infection, amino Universitat
acid and nutrient composition Minchen

and the functionality of HBV-
specific T cells
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Angaben zum Vorhaben:

Das Hauptziel dieses Projekts bestand darin, die Rolle metabolischer Veranderungen im
Zusammenhang mit einer Hepatitis B Virus Infektion zu untersuchen. Es wurde speziell darauf
abgezielt, wie Verdanderungen in der Nahrstoffzusammensetzung der Leber die Immunantwort
maRgeblich beeinflussen kdnnen. Individuen, die an chronischer Hepatitis B erkrankt sind, zeigten
im Vergleich zu gesunden Personen signifikante Veranderungen in der Nahrstoffzusammensetzung
der Leber.

Das Vorhaben begann mit der Anwendung eines etablierten Zellkulturmodells einer Hepatitis-B-
Virus (HBV) Infektion, welches es ermdglichte, Verdnderungen in der Zusammensetzung
verschiedener Metaboliten durch den Einsatz von Massenspektrometrie zu untersuchen. Um
herauszufinden, wie die Menge oder das Fehlen bestimmter Aminosduren durch die Infektion mit
HBV und die entsprechenden Antigenproduktionsniveaus beeinflusst wird, wurden umfangreiche
Metabolomics-Analysen durchgefiihrt. Zur Charakterisierung der zugrunde liegenden
Stoffwechselveranderungen, die zu einer verringerten Verfligbarkeit von Aminosauren und
moglicherweise zu unzureichenden T-Zell-Antworten fiihren, wurden detaillierte biochemische
Studien und RNA-Sequenzierungen durchgefihrt. Um festzustellen, ob diese
Stoffwechselveranderungen eine beeintrachtigte Immunantwort gegen HBV verursachen, wurden
in-vitro- und in-vivo-Experimente durchgefiihrt, die die Funktionalitat der T-Zellen unter den
veranderten metabolischen Bedingungen untersuchten.

Im Anschluss wurden zwei Hauptaspekte untersucht: Zum einen die Analyse der Stoffwechselwege
auf Transkriptionsebene in den Hepatozyten. Hierbei lag der Fokus darauf, die Mechanismen zu
verstehen, die flir die beobachteten Verdanderungen verantwortlich sind. Zum anderen wurde der
inhibierende Effekt auf T-Zellen analysiert, um die Auswirkungen der metabolischen
Veranderungen auf die Immunantwort zu verstehen.

Die Ergebnisse sind nun die Grundlage fiir einen Therapieansatz im Bereich der Imnmunmodulation.
Dieser neue Ansatz wird in einem in vivo Mausmodell fiir HBV getestet.
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Es erfolgte eine umfassende Metabolom-Analyse von HBV-infizierten Zellen und deren Uberstand in
enger Kooperation mit der Metabolomics Core Facility des Helmholtzzentrums Miinchen. Die
Ergebnisse dieser Analysen zeigten eine deutliche Veranderung in der Zusammensetzung der
untersuchten Metabolite aufgrund der HBV-Infektion. Insbesondere war eine Reduktion verschiedener
Lipide im Vergleich zu nicht infizierten Zellen festzustellen.

Die nachfolgende RNA-Sequenzierung hatte das Ziel, die zugrunde liegenden Stoffwechselwege, die
fir diese Veranderungen verantwortlich sind, zu identifizieren. Durch eine Gene Orthology Analysis
wurden die vielversprechendsten Gene ausgewahlt und auf ihre Zusammenhange mit den
beobachteten Verdnderungen in der Metabolom-Analyse untersucht.

Um die funktionellen Einflisse von HBV-infizierten Hepatozyten auf T-Zellen zu erforschen, wurden
Hepatomazellen in Zellkultur mit HBV infiziert, und der Uberstand wurde gesammelt. AnschlieRend
wurden T-Zellen in diesem Uberstand inkubiert und unspezifisch stimuliert. Hierbei wurde eine
verminderte Fahigkeit der T-Zellen festgestellt, Zytokine freizusetzen.

Der Inhalt des Kurzberichts ist aus meiner/unserer Sicht veréffentlichungswiirdig:
Ja

Gab es zu dem Projekt bereits Pressemitteilungen? Falls ja, bitte Datum und herausgebende
Pressestelle angeben.
Nein

Gab es Ihrer Kenntnis nach Medienberichte zu dem Projekt? Falls ja, bitte Medium und Datum
angeben.

Nein

Koordinator/in des Vorhabens:

Prof. Ulrike Protzer

Miinchen, 04.12.2024
Ort, Datum
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