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1. Zusammenfassung

Infektionen der Leber mit Hepatitis B Virus (HBV) zahlen weltweit mit 257 Mio. chronischen
Erkrankungen zu einem globalen Gesundheitsproblem [1]. Eine dysfunktionale anti-virale
CD8 T-Zell-Antwort gilt als die Hauptursache flr die HBV Persistenz, die zu Leberzirrhose und
hepatozellularem Karzinom flihren kann [2-4]. Dennoch bleibt der Ausléser der nicht
funktionalen CD8 T-Zell-immunitat weitgehend unklar. Um die Mechanismen der viralen
Leberinfektionen und der eingeschrankten CD8 T-Zell-Antwort zu untersuchen, wurden in
dieser Arbeit zwei aufeinander aufbauende experimentelle in vivo Systeme fir hepatotrope

Virusinfektionen etabliert.

Um allgemeine Mechanismen der viralen Persistenz in der Leber zu untersuchen, wurden
zunachst zwei identische rekombinante Adenoviren generiert, die die Reporterproteine eGFP
und Luziferase sowie das Antigen Ovalbumin entweder unter dem ubiquitirem CMV-
(Ad-CMV-GOL) oder dem Hepatozyten-spezifischem Transthyretin-(TTR)-Promoter
(Ad-TTR-GOL) exprimierten. Eine Ad-CMV-GOL Infektion resultierte in einem akut selbst-
limitierten  Infektionsverlauf, wahrend eine Hepatozyten-spezifische  Expression
(Ad-TTR-GOL) zur persistierenden Infektion flihrte. Dabei fihrte die Ad-TTR-GOL Infektion
aufgrund der fehlenden Aktivierung von Antigen-spezifischen CD8 T-Zellen durch dendritische
Zellen in sekundaren lymphoiden Organen zu einer schwachen Expansion und einem
dysfunktionalen Phanotyp. Dartber hinaus konnte mithilfe des Ad-TTR-GOL eine neuartige
Form der Immunevasion von infizierten Zellen identifiziert werden, bei der infizierte
Hepatozyten mit niedriger viraler Antigenexpression einer zytotoxischen CD8 T-Zell-
Effektorfunktion entgehen. Dabei verhinderten die infizierten Zellen ihre Eliminierung durch

eine unterschwellige Prasentation von Virus-kodierten Peptiden auf MHC-I Molekdlen.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde, aufbauend auf den vorherigen Ergebnissen, ein klinisch
relevantes Modelsystem etabliert, dass Rickschlisse auf die Persistenz des HBV in der Leber
liefern sollte. Hierfir wurde ein rekombinantes Adenovirus generiert, das HBV1.3
Uberlangengenome mit einer Luziferase-Sequenz in murine Hepatozyten einbringt
(Ad-HBV-Luc). Das Ad-HBV-Luc System zeigte einen immunologischen Korridor auf, bei dem
sowohl niedrige als auch hohe Antigenmengen die virale Persistenz begunstigen, eine
moderate Infektionsdosis jedoch zu einem akut selbst-limitierten Verlauf fuhrte. Dabei war eine
chronische Ad-HBV-Luc Infektion, im Gegensatz zu einer akut selbst-limitierten Infektion, mit

einem erschopften und dysfunktionalen CD8 T-Zell-Phanotyp verbunden.

Zusammenfassend wurden mithilfe der hier generierten Modelsysteme mehrere Mechanismen
der viralen Persistenz in der Leber gezeigt. Insbesondere zeigte sich, dass die Antigenmenge

sowie Antigenverteilung Uber einen chronischen oder akuten Verlauf entscheiden.



2. Abstract

Liver infections with hepatitis B virus (HBV) account for 257 Mio. chronic patients worldwide
leading to a global health problem [1]. Dysfunctional anti-viral CD8 T cell responses are
associated with HBV persistence and can lead to liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma
[2-4]. However, reasons for failure of CD8 T cell immunity remain largely unknown. To unravel
the mechanisms responsible for chronic viral liver infection and impaired CD8 T cell immunity,
two different murine experimental in vivo systems for hepatotropic virus infections have been

established.

To investigate general mechanisms of viral persistence in the liver, two identical replication-
deficient recombinant adenoviruses have been generated, expressing eGFP and luciferase as
reporter proteins as well as ovalbumin as antigen under the ubiquitous CMV- (Ad-CMV-GOL)
or hepatocyte-specific Transthyretin (TTR) promoter (Ad-TTR-GOL). An Ad-CMV-GOL
infection resulted in an acute infection with self-limited disease. In contrast, the hepatocyte-
specific expression led to persistent infection by the Ad-TTR-GOL. Thereby, Ad-TTR-GOL
persistence was elicited by absent activation antigen-specific of CD8 T cells by dendritic cells
in secondary lymphoid organs resulting in low expansion and a dysfunctional phenotype.
Moreover, infection with Ad-TTR-GOL led to identification of a novel mechanism of immune
evasion, whereby infected hepatocytes expressing low levels of viral antigen could escape
CD8 T cell effector function. Thereby, infected hepatocytes prevented their elimination by
presenting virus encoded peptides on MHC-I molecules below the threshold for T cell effector
function. For translation of these results to a clinically relevant infection, a replication-deficient
recombinant adenovirus has been generated, which transferred HBV1.3 genomes and a
luciferase sequence into murine hepatocytes (Ad-HBV-Luc). Using Ad-HBV-Luc unraveled an
immunological corridor whereby both low and high antigen burden favored viral persistence.
In contrast, a moderate infectious dose of Ad-HBV-Luc led to an acute infection with self-limited
disease. In difference to acute self-limited infection, Ad-HBV-Luc persistence was

characterized by exhausted CD8 T cells with a dysfunctional phenotype.

In summary, the here generated hepatitis model systems unraveled several mechanisms
responsible for viral persistence in the liver. These mechanisms highlighted the role of antigen

burden and antigen distribution determining acute or chronic course of infection.



3. Einleitung

3.1 Regulation der Immunitat in der Leber

Die Leber ist ein zentrales Stoffwechselorgan, das unter anderem fur Entgiftung, Protein-,
Glukose- und Lipidhaushalt verantwortlich ist [5-7]. Aufgrund ihrer einzigartigen Lage kommt
der Leber jedoch auch eine wichtige Rolle als lymphoides Organ zu [7, 8]. Die Leber wird nur
zu etwa 20 % arteriell mit Sauerstoff-reichem Blut versorgt. Die restlichen 80 % erreichen die
Leber Uber die Portalvene, welche Blut aus dem Gastrointestinaltrakt in die Leber transportiert
[8-10]. Dadurch ist die Leber in hohem MafRe Nahrungsmittelantigenen und bakteriellen
Abbauprodukten  ausgesetzt, welche Mustererkennungsrezeptoren des innaten
Immunsystems stimulieren kénnen [8, 9, 11]. Um UbermaRige Inflammationen und damit
einhergehende Organschadigung zu vermeiden, herrschen in der Leber verschiedene
Mechanismen, um ein tolerogenes Milieu zu schaffen. So kdnnen Leber-residente
Makrophagen, die Kupffer Zellen, das Interleukin (IL) 10 und hepatische Sternzellen TGF-
(engl. tumor growth factor ) sezernieren, die beide immun-suppressiv wirken [12, 13]. Daruber
hinaus werden in der Leber die Enzyme Tryptophan-2,3-Dioxygenase und Arginase
exprimiert, welche die Proliferation von Lymphozyten hemmen [14, 15]. Dieses tolerogene
Milieu kann auch dazu beitragen, dass manche Pathogene, wie das Hepatitis B Virus (HBV),
Hepatitis C Virus (HCV) oder das fir Malaria-verantwortlich Plasmodium spp. in der Leber eine
chronische Infektion etablieren kdnnen [8].

Trotz der tolerogenen Umgebung existieren in der Leber dennoch Mechanismen, um Uber das
innate Immunsystem eine Inflammation induzieren zu kénnen [9]. Um potentiell pathogene
Antigene im Blut zu erkennen, sind die Blutgefalle in der Leber durch die Sinusoid-
Endothelzellen (engl. liver sinusoidal endothelial cells, LSECs) ausgekleidet und mit Kupffer
Zellen und Sternzellen angereichert [10]. Diese Zellen koénnen mithilfe der
Mustererkennungsrezeptoren pathogene Strukturen in der Leber frih erkennen und
inflammatorische Zytokine freisetzen [10]. LSECs fungieren zusatzlich als Leber-residente
Antigen-prasentierende Zellen. So kdénnen sie entweder regulatorische T-Zellen (Tregs)
induzieren oder CD8 T-Zellen durch Kreuz-Prasentation von Iéslichen Antigenen aktivieren
[16-18]. Um die Leber vor Pathogenen und viralen Infektionen zu schiitzen, spielt das innate
Immunsystem eine wichtige Rolle. Deshalb kommen Natrliche Killer (NK) Zellen und
Naturliche Killer T (NKT) Zellen in der Leber auflergewdhnlich haufig vor. Anders als in
anderen Organen, machen NK- und NKT Zellen jeweils ca. 30% der
Gesamtlymphozytenpopulation in der Leber aus [19]. Damit kénnen einerseits schnelle innate
Immunantworten eingeleitet werden, andererseits kann folglich mithilfe der ausgeschutteten

Zytokine die adaptive Immunantwort aktiviert und moduliert werden [20].



3.2 Immunologische Mechanismen und Charakteristika bei Virus-Infektionen der Leber

Im Rahmen der adaptiven Immunantwort kommt den Antigen-spezifischen CD8 T-Zellen bei
der Eliminierung von viralen Leberinfektionen eine zentrale Rolle zu [9, 21, 22]. Die
Regulierung dieser Antigen-spezifischen CD8 T-Zellen kann auf verschiedene Wege
geschehen. Klassischerweise findet die Aktivierung (engl. priming) von CD8 T-Zellen in
sekundaren lymphoiden Organen, wie Lymphknoten und Milz, durch professionelle Antigen-
prasentierende Zellen (engl. antigen presenting cells, APCs) statt [23, 24]. Allerdings konnte
auch eine Aktivierung von Antigen-spezifischen CD8 T-Zellen in der Leber gezeigt werden [25-
28]. Dabei kénnen Kupffer Zellen, LSECs, Leber-residente dendritische Zellen (engl. dendritic
cells, DCs) und Hepatozyten als Antigen-prasentierende Zellen fungieren [29]. Einerseits kann
Antigen-Prasentation an naive CD8 T-Zellen durch Hepatozyten eine Eliminierung oder Bim-
abhangige Apoptose der T-Zellen ausldsen [30, 31]. Andererseits kann eine Antigen-
Prasentation durch Hepatozyten auch zu einer Aktivierung und Expansion der CD8 T-Zellen
in der Leber fuhren [32]. Dieser Prozess scheint jedoch stark von der Menge des prasentierten
Antigens und der MHC-I Molekile auf der Oberflache von Hepatozyten abzuhangen [32].
Wahrend eine geringe Antigen-Prasentation auf Hepatozyten eine kurzlebige CD8 T-Zell-
Antwort induzieren kann, fihrt eine hohe Antigen-Prasentation zu Anergie und Erschépfung
der T-Zellen [27, 33, 34]. Kupffer Zellen wurden im Zusammenhang der Toleranzinduktion von
T-Zellen beschrieben [35]. Unter inflammatorischen Bedingungen kdnnen Kupffer Zellen
jedoch ko-stimulatorische Molekdle auf ihrer Oberflache verstarkt exprimieren und so zu einer
Aktivierung von CD4 - und CD8 T-Zellen in der Leber fihren [26, 36]. Anders als konventionelle
DCs in lymphoiden Organen, exprimieren Leber-residente DCs weniger MHC und
ko-stimulatorische Molekule, was in einer eingeschrankten Fahigkeit resultiert, T-Zellen zu
aktivieren. Darlber hinaus missen DCs unter inflammatorischen Bedingungen reifen, um
T-Zellen aktivieren zu kénnen [37]. Im Gegensatz zu DCs, kénnen LSECs CD8 T-Zellen auch
unter nicht inflammatorischen Bedingungen durch Kreuz-Prasentation von I8slichen Antigenen
aktivieren [18]. Wahrend eine Aktivierung durch DCs ohne inflammatorische Stimuli zur
Deletion von Antigen-spezifischen CD8 T-Zellen fuhrt, kénnen durch LSECs aktivierte
CD8 T-Zellen zu einer besonderen Form von Gedachtniszellen differenzieren und wahrend
einer auftretenden Entzindung re-aktiviert werden [38]. Dieser Leber-spezifische
Mechanismus konnte dazu beitragen, eine adaptive Immunantwort gegenuber Pathogenen zu
generieren, die innate Stimuli umgehen. Aufgrund des tolerogenen Milieus in der Leber ist die
Aktvierung der adaptiven Immunantwort ohne eine Entziindungsreaktion stark beeintrachtigt.
CD4 T-Zellen kdnnen in der Leber die CD8 T-Zell-Antwort durch IL-2, IL-21, Aktivierung von
APCs oder Koordination der CD8 T-Zell-Interaktion mit APCs durch Chemokine zuséatzlich
positiv beeinflussen [39]. Auf der anderen Seite kdnnen jedoch auch immun-suppressive oder

regulatorische Zellen einen Einfluss auf die CD8 T-Zell-Antwort und Erschépfung nehmen. So



kdénnen Tregs durch Sekretion von IL-10 und TGF-3 die T-Effektorzellen wahrend akuter und
friher chronischer Infektionen unterdriicken sowie zur T-Zellerschopfung flhren [40]. Darlber
hinaus kdnnen erschopfte APCs, myeloide Suppressorzellen, CD8 Tregs und NK Zellen zur
T-Zell-Erschépfung und somit zu persistenten viralen Infektionen in der Leber beitragen [41-
43]. So kénnen NK Zellen im Rahmen ihrer regulatorischen Funktion Antigen-spezifische
CD8 T-Zellen in der Leber lysieren und somit die adaptive Immunantwort einschranken [44].
Konnte eine funktionale adaptive Immunantwort generiert werden, dann kdnnen Antigen-
spezifische CD8 T-Zellen infizierte Hepatozyten auf drei Arten eliminieren: (1) zytolytisch durch
Sekretion von Perforin/Granzym B bzw. durch den FAS-Liganden, der nach Bindung an den
FAS-Rezeptor in Hepatozyten Apoptose induziert; (2) nicht-zytolytisch durch Sekretion von
Zytokinen, wie Interferon y (IFNy), die die virale Replikation hemmen; oder (3) durch nicht-
kanonische Effektorfunktion, bei der durch LSECs stimulierte CD8 T-Zellen
Tumornekrosefaktor (TNF) sekretieren, das ausschliellich in infizierten Hepatozyten
Apoptose induziert [45-48].

Koénnen bereits aktivierte CD8 T-Zellen die infizierten Hepatozyten nicht rechtzeitig
eliminieren, so kann eine andauernde (virale) Antigenlast und die damit verbundene
kontinuierliche Stimulation des T-Zell-Rezeptors zum erschdpften Zustand der T-Zellen flhren
[41]. Dadurch kann die Anzahl und Effektorfunktion von Antigen-spezifischen CD8 T-Zellen
progressiv eingeschrankt werden [49, 50]. Die T-Zell-Erschépfung wird durch langfristige
Expression von Markern wie PD-| (engl. programmed cell death protein 1), CTLA-4 (engl.
cytotoxic T-lymphocyte antigen 4) und Tim-3 (engl. T-cell immunoglobulin and mucin domain-
containing molecule 3) charakterisiert [41]. Auch das Gleichgewicht der Transkriptionsfaktoren
Tcf-1 (engl. T-cell factor 1), TOX (engl. Thymocyte selection-associated high mobility group
box), Eomes (Eomesodermin) und T-bet (engl. T-box expressed in T cells) stehen im
Zusammenhang der erschopften T-Zell-Antwort [41, 51-53]. T-Zellen, die einen erschopften
Zustand annehmen, verlieren zunachst, die Kapazitat IL-2 und TNF zu produzieren [41, 54,
55]. Wahrend eines weiter fortgeschrittenen Erschdpfungszustandes verlieren die T-Zellen
zusatzlich die Kapazitat, IFN-y zu produzieren [55-58]. Ist die virale Antigenlast kontinuierlich
zu hoch, kénnen die T-Zellen im letzten Schritt der Erschépfung deletiert werden [59]. Das
Ausmal der Erschdpfung hangt von der viralen Last, der CD4 T-Zell-Hilfe sowie der Dauer
der Infektion ab [41].

Kontinuierliche Stimulation des T-Zell-Rezeptors durch prasentiertes Antigen gilt als die
Hauptursache von erschopften CD8 T-Zellen [41]. Dennoch kdénnen sich CD8 T-Zellen nach
Reduktion der Antigenlast wieder erholen und in T-Gedachtniszellen entwickeln, sofern sie der
Stimulation durch viel Antigen nicht allzu lange ausgesetzt waren [52, 60, 61]. Damit sind

Antigenlast und Expositionsdauer wichtige Determinanten der T-Zell-Erschépfung [41].



3.3 Immunantwort gegen Hepatitis B Virus Infektion

Anders als die meisten viralen Infektionen, bei denen das Virus in der Anfangsphase
logarithmisch expandiert, amplifiziert das HBV nur verzdgert und fihrt damit zur
asymptomatischen HBV Infektion, die in eine chronische Infektion Ubergehen kann [62]. Eine
HBV Infektionen ist auch durch eine aufliergewdhnlich lange Inkubationszeit und lange
Immunantwort, insgesamt bis zu sechs Monaten, gekennzeichnet [63]. Diese lange Phase, bis
Immunantworten induziert werden, kann der Tatsache geschuldet werden, dass das HBV nur
eine schwache innate Immunantwort induziert. Wahrend einer initialen Infektion konnten
bisher kaum oder nur wenige pro-inflammatorische Zytokine, wie Typ-l IFN, IL-15 und IFN-
lambda1, detektiert werden [64-67]. Stattdessen wurde in der Anfangsphase der Infektion das
immun-suppressive IL-10 sekretiert, welches gleichzeitig mit transient inhibierter NK- und
T-Zell-Antwort und Viramie auftrat [64]. Bisher ist unklar, ob die fehlende innate Immunantwort
auf das Nichterkennen der HBV Infektion oder einen aktiven Flucht-Mechanismus des Virus
zuruckzufuhren ist. NK Zellen spielen wahrend der HBV Infektion eine wichtige Rolle. Sie
kdénnen regulatorische oder anti-virale Funktionen austben [9]. Bereits friih nach HBV Infektion
kénnen vermehrt NK Zellen in der Zirkulation detektiert werden, ihre Anzahl sinkt jedoch
wieder sobald die virale Last steigt [45, 64]. Wahrend chronischer HBV Infektionen scheinen
die NK Zellen durch IL-10 und TGF-$ supprimiert zu werden [68]. Gegenteilige Ergebnisse
belegen die Beteiligung von NK Zellen an Leberschaden [69]. Dartiber hinaus konnte gezeigt
werden, dass NK Zellen in der Leber HBV-spezifische T-Zellen eliminieren kénnen, die PD-I
auf ihrer Oberflache exprimieren [44]. Die Effizienz der Behandlung von chronischer Hepatitis
B mittels IFNa kann hauptséachlich auf Aktivierung der NK Zellen zurickgefihrt werden [62].
Unmittelbar nach IFNa-Therapie konnten Proliferation und Aktivierung von NK Zellen, sowie
wiederhergestellte anti-virale IFNy Produktion detektiert werden [70, 71].

Fir die Eliminierung einer HBV Infektion sind HBV-spezifische CD8 T-Zellen von zentraler
Bedeutung [21, 46]. Dabei wird die nicht-zytolytische CD8 T-Zell-Effektorfunktion eher im
frihen Stadium der HBV Infektion ausgeubt, wahrend die zytolytische Funktion erst im
spateren Verlauf die Rolle ibernimmt, um eine effiziente Eliminierung des Virus mit moéglichst
geringem Leberschaden zu ermdglichen [45, 72]. Eine chronische HBV Infektion ist jedoch
von einer schwachen, progressiv erschopften CD8 T-Zell-Antwort oder der Bim-abhangig
Deletion von HBV-spezifischen CD8 T-Zellen gekennzeichnet [73-76]. Es konnte gezeigt
werden, dass CD8 T-Zellen wahrend einer chronischen HBV Infektion begrenzte proliferative
Kapazitaten und geringe Sekretion von anti-viralen Zytokinen wie IFNy aufweisen [73].
Daruber hinaus ko-exprimieren CD8 T-Zellen die Erschépfungsmarker wie PD-l, CTLA-4,
Tim-3 oder 2B4 (CD244) auf ihrer Oberflache [9]. Dabei ist der erschopfte Phanotyp auf Leber-
assoziierten CD8 T-Zellen starker ausgepragt als auf CD8 T-Zellen in der Peripherie [77]. Dies

mag an der Produktion der jeweiligen Liganden von Hepatozyten in der Leber unter



infammatorischen Bedingungen liegen [9]. Zusatzlich exprimieren LSECs, Kupffer-Zellen und
Sternzellen kontinuierlich den PD-I-Liganden [9]. Weitere Faktoren, die zu T-Zell-Erschépfung
fuhren kdénnen, sind anhaltende (hohe) Antigenlast, fehlende CD4 T-Zell-Hilfe, direkte
Suppression durch Tregs, inhibitorische Zytokine (IL-10, TGF-f) oder intrahepatische geringe
Arginin-Level [9]. Trotz der zentralen Rolle von CD8 T-Zellen wahrend der Eliminierung einer
HBV Infektion, sind lediglich 1 % der Leber-infiltrierten T-Zellen Antigen-spezifisch [9]. Damit
kénnen CD8 T-Zellen indirekt zum Leberschaden flihren, wenn sie nicht in der Lage sind, das
Virus zu eliminieren [78]. In Patienten mit chronischer HBV Infektion wurde gehauftes
Vorkommen von Tregs, Th17 und Th22 Zellen, die CD161 und CXCRG6-Rezeptoren
exprimieren, in der Leber beobachtet [79-82]. Wahrend Tregs anti-inflammatorische
Funktionen austben kdnnen, sezernieren Th17 und Th22 Zellen IL-17 und IL-22, welche
sowohl pro- als auch anti-inflammatorische Effekte haben kénnen [9, 62].

Auch CD4 T-Zellen spielen bei der Kontrolle einer HBV Infektion eine entscheidende Rolle und
sind fur die Aktivierung von CD8 T-Zellen notwendig [9]. Abwesenheit von CD4 T-Zellen vor
einer HBV Infektion resultierte in einer ausbleibenden CD8 T-Zellantwort und chronischer
Hepatitis [83]. CD4 T-Zell-Hilfe wahrend einer akuten HBV Infektion ist stark ausgepragt und
resultiert in einer Th1-Antwort [63, 84, 85]. Daruber hinaus wird die CD4 T-Zell-Hilfe fur eine
effiziente Antikérperproduktion durch B-Zellen bendtigt [62]. Die Antikdrper kénnen virale
Partikel in der Zirkulation neutralisieren und verhindern eine erneute Hepatozyten-Infektion
[86]. Eine humorale Antwort durch Generierung von neutralisierenden Antikérpern wurde zwar
wahrend HBV Infektionen beschrieben, spielt aber in Zusammenhang mit der Eliminierung

einer akuten Infektion nur eine untergeordnete Rolle [87].

3.4 Hepatitis B Virus

a) Pathogenese

Das humane Hepatitis B Virus (HBV) besitzt ein enges Wirtsspektrum und kann auf natlrliche
Weise nur auf Menschen, Schimpansen oder Makaken tUbertragen werden [88-92]. Infektionen
mit dem HBV flhren im Erwachsenenalter in 5 % der Falle zu einer chronischen Infektion der
Leber, als deren Folge sich im Laufe der Jahre eine Leberzirrhose, ein hepatozellulares
Karzinom oder ein Leberversagen entwickeln kann [2-4]. Vertikal Ubertragene Infektion von
Muttern auf Neugeborene oder Infektionen im frihen Kindesalter fihren in bis zu 90 % der
Falle zu einer chronischen Infektion [93]. Damit verursachte das HBV 257 Millionen chronische
Erkrankungen, mit einer globalen Pravalenz von 3,5 % der Weltbevoélkerung, und fuhrte im
Jahr 2015 zu 887.000 Todesfallen aufgrund von Folgeerkrankungen [94]. Eine HBV Infektion
wird Uber Blut oder Koérperflissigkeiten, sowie Vaginal-, Samen- oder Speichelflissigkeit,
ubertragen [1]. Im friihen Stadium verlauft die Infektion meist asymptomatisch. Wird das HBV

innerhalb von sechs Monaten nach Infektion nicht eliminiert, so etabliert sich eine chronische
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Hepatitis [1]. Heutzutage ist ein prophylaktischer Impfstoff verfligbar, der vor einer HBV
Infektion schutzt. Viele chronische Infektionen entstanden jedoch bevor der vorsorgliche
Impfstoff gegen HBV entwickelt wurde, weshalb therapeutische MalRnahmen nach einer
Infektion mit chronischem Verlauf erforderlich sind [94]. Darliber hinaus sind die Medikamente
und der Impfstoff nicht in allen Landern, vor allem nicht in Entwicklungslandern, verfligbar [94].
Aktuell werden Nukleos(t)idanaloga und (pegyliertes) IFNa zur Therapie von chronischen HBV
Infektionen verabreicht [95, 96]. Diese Behandlung fihrt jedoch nur in 1 % der Falle zu einer
vollstandigen Eliminierung des HBV, weshalb die meisten Patienten an wiederkehrender
Viradmie und Entzindung der Leber leiden [97-99]. Grinde flr eine selten heilbare chronische
Infektion liegen in der Molekularbiologie des HBV und der Anatomie der Leber. Eine
Besonderheit des HBV liegt darin, dass es aufgrund seiner Wechselwirkung mit dem
Natriumtaurocholat-Cotransporter-Polypeptid (engl. sodium taurocholate cotransporting
polypeptide, NTCP) ausschlie3lich die Hepatozyten der Leber infizieren kann [100]. In der
Leber werden jedoch aufgrund ihres einzigartigen  Milieus  Uberwiegend
Toleranzmechanismen, anstatt Immunitat, begunstigt [8]. Eine weitere Besonderheit des HBV,
die dessen Persistenz beglnstigt, liegt im viralen Lebenszyklus und der Bildung eines
Minichromosoms, der covalently closed circular DNA (cccDNA), das als Templat fir virale
DNA-Replikation und RNA-Synthese dient [97-99]. Die cccDNA, die nach einer HBV Infektion
im Nucleus der Hepatozyten gebildet wird, und deren Integration in das Wirtsgenom

begtlinstigen die HBV Persistenz auf molekularer Ebene [98, 101].

b) Molekularer Aufbau des Hepatitis B Virus

Das HBV gehért zu den Hepadnaviridae und stellt ein behlltes Virus mit zirkularer, partiell
doppelstrangiger relaxed circular DNA (rcDNA) dar [102]. Das Genom und die daran kovalent
gebundene virale Polymerase sind in ein Nukleokapsid (28 nm), bestehend aus ikosaedrisch
angeordneten Hepatitis B Core (HBc/HBcore) Proteinen, verpackt [103, 104]. Das
Nukleokapsid ist nach aufen hin zusatzlich mit Hepatitis B Surface (HBs) Proteinen umhiillt,
die in drei Formen vorkommen: HBs L (large), M (middle) und S (small) [103, 105]. Die als
Dane Partikel bezeichneten infektiésen Viren haben einen Durchmesser von 42 nm [103]. Das
virale Genom hat eine GroRRe von ca. 3,2 kbp, das in Abhangigkeit des HBV Genotyps (A-J)
bzw. der geographischen Verteilung in seiner Lange und Sequenz variieren kann [106]. Das
kompakte HBV-Genom verfligt Uber vier Uberlappende offene Leseramen (engl. open reading
frames, ORFs) (schematische Darstellung 1). Der Minus-Strang der DNA kodiert fir das
gesamte Genom, beinhaltend die vier ORFs, vier Promotoren, zwei Enhancer, sechs Start-
Codons sowie eine Polyadenylierungssequenz. Damit ergeben sich die mRNA Transkripte
PreC/C (3,5 kb), PreS (2,4 kb), S (2,1 kb) und X (0,7 kb) [102]. Somit kodieren die viralen
mRNAs fur das PreCore (HBe) bzw. Core (HBc/HBcore) Protein, drei Surface Proteine (HBs
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L, M, S), die Polymerase und das X Protein (HBx) [102, 107]. Wahrend das HBcore Protein
fur den Aufbau des Nukleokapsid zustandig ist, gilt das HBe Protein als sekretorische Form
des HBcore Proteins, das posttranskriptionell prozessiert und im Blut als HBe Antigen (HBeAg)
detektiert werden kann und damit als diagnostischer Marker dient [108]. Die drei HBs Proteine
L, M und S werden in einem ORF mit drei Start-Codons kodiert. Das HBs Antigen (HBsAg) im
Blut wahrend chronischer HBV Infektion ist mit hepatozellularem Karzinom aussoziiert und
dient ebenfalls als diagnostischer Marker [109, 110]. Auf Grundlage des HBsAg konnte das
heutige Vakzin gegen eine HBV Infektion entwickelt werden [111, 112]. Die Polymerase kodiert
fur mehrere funktionelle Doméanen flr die reverse Transkriptase, RNAseH und eine Primer-
Sequenz, die fur die Synthese der viralen rcDNA im Nukleokapsid erforderlich sind [113]. Das
HBx Protein ist durch Initiieren und Aufrechterhalten der viralen Replikation fir den
Lebenszyklus des HBV verantwortlich [114, 115].

Schematische Darstellung 1: Hepatitis B Virus Genom. Abbildung
entnommen aus Seeger und Mason, Virology, 2015 [102].

D
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3.5 Modelsysteme zur Untersuchung der Immunantworten gegen Leberinfektion

Aufgrund des engen Wirtsspektrums von HBV gestalten sich Studien des Immunsystems
gegen das Virus und Mechanismen der Persistenz als schwierig. Kleintiermodelle zur
Untersuchung der HBV Infektion sind nétig. Da Mause auf natirliche Weise sich jedoch nicht
mit HBV infizieren lassen, mussen gute Modelle fir das HBV gefunden werden oder das Virus

auf unnaturliche Weise in murine Lebern gebracht werden.

a) Lymphozytiares Choriomeningitis Virus

Das Lymphozytare Choriomeningitis Virus (LCMV) ist ein nicht-zytopathisches Arenavirus und
wurde oft als Model zur Untersuchung der viralen Hepatitis in Mausen verwendet [75]. Mithilfe
des LCMV konnten bereits mehrere immunologische Erkenntnisse zu MHC-Il-abhangigen
Antigenerkennung, Mechanismen der zytotoxischen T-Zellen, Ausbildung des

immunologischen Gedachtnis oder T-Zell-Erschépfung gemacht werden [116-119].



Das LCMV ist ein RNA-Virus und stellt ein replikationsfahiges System dar [120]. Auch wahrend
einer LCMV Infektion spielen die CD8 T-Zellen, ahnlich einer HBV Infektion, eine zentrale
Rolle [121]. Verschiedene LCMV Stamme fiihren zu unterschiedlichen Infektionsverlaufen. So
kdénnen die Stamme WE (geringe Infektionsdosis) und Armstrong eliminiert werden, wahrend
der Stamm 13 oder WE (hohe Infektionsdosis) persistieren [121-124]. Es wurde beschrieben,
dass die Persistenz des LCMV Stamms 13 auf einen eingeschrankten Typ-I IFN Signalweg
zurickgeflhrt werden kann [125, 126]. Nichtsdestotrotz repliziert das LCMV hauptsachlich in
DCs und unterscheidet sich damit zwangslaufig von einer HBV Infektion [127-129].Dabei ist
das LCMV nicht hepatotrop und nach einer Infektion kénnen virale Partikel in Organen wie

Gehirn, Nieren, Milz oder Lymphknoten nachgewiesen werden [55, 130].

b) Losliche, sekretorische Model-Antigene

Ovalbumin stellt eines der am besten untersuchten und charakterisierten Antigene dar und ist
aufgrund seiner Immunogenitat und gut beschriebener Epitope ein geeignetes Antigen zur
Untersuchung der adaptiven Immunantwort [131, 132]. Das Ovalbumin kann spezifisch in
Hepatozyten exprimiert werden und der Einfluss des Antigens kann durch induzierbare
Promotoren oder sekretorische bzw. nicht-sekretorische Isoformen des Proteins untersucht
werden [133, 134]. Einbringen der Ovalbumin-DNA in Hepatozyten mithilfe eines adenoviralen
Vektors ermdglichte bereits Untersuchungen der viralen Hepatitis in der Maus [48, 135]. Dabei
kénnen Ovalbumin-spezifische CD8 T-Zellen (CD45.1 OT-I T-Zellen) vor der Infektion adoptiv
transferiert werden, die das immundominante Peptid Ova257-264 (SIINFEKL) auf MHC-I
Molekulen erkennen und anhand ihres kongenen Markers CD45.1 re-isoliert und untersucht
werden koénnen [38, 135]. Nichtsdestotrotz ist das Ovalbumin ein Model-Antigen, dessen
Epitope andere Bindungs- und Erkennungscharakter aufweisen als die der HBV-assoziierten
Proteine. So kann im Ovalbumin-angelehnten Model eine CD8 T-Zell-Antwort unabhangig von
der CD4 T-Zell-Hilfe generiert werden, im Gegensatz zur CD8 T-Zell-Antwort wahrend einer
HBV Infektion [46, 136].

c) HBV-transgene Maus

Eines der altesten HBV-angelehnten Kleintiermodelle stellen replikationskompetente HBV-
transgene Mause dar, die 1995 von Guidotti et al. generiert wurden [137]. In diesem Model
wurde das HBV1.3-Uberlangegenom transgen in Mause eingebracht, wo es in Hepatozyten
repliziert, ohne Leberschaden zu induzieren [137, 138]. Mithilfe dieses Models konnten bereits
mehrere anti-virale Therapeutika getestet werden [139, 140]. Aufgrund der zentralen Toleranz
gegenuber HBV-Antigenen kdénnen in diesem Model die Immunantworten gegen das HBV nur
schwer untersucht werden [141]. Erwahnenswert ist, dass die cccDNA in diesem murinen

Modelsystem nicht gebildet werden kann [102]. Das HBV-replikationskompetente transgene
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Mausmodel eignet sich nicht dazu, den viralen Lebenszyklus und die Bildung bzw.

Eliminierung der cccDNA zu untersuchen.

d) Humanisiertes Mausmodel

Humanisierte Mausmodelle fur HBV Infektionen stellen chimare Mause dar, die humane
Hepatozyten tragen und dadurch mit dem HBV natdrlich infiziert werden kénnen [142-146].
Um AbstoRungsreaktionen zu verhindern, basiert dieses System auf immundefizienten
Mausen ohne T-Zell-, B-Zell-, NK Zell-Antwort und ohne y-Kette des IL-2 Rezeptors [138, 143,
145]. Durch die Infektion der chimaren Mause mit HBV kdénnen in dem humanisierten
Mausmodel verschiedene Schritte des viralen Lebenszyklus, die cccDNA Bildung und anti-
virale Therapeutika untersucht werden [147]. Aufgrund der Immundefizienz eignet sich dieses
Model jedoch nicht zur Untersuchung der Immunantwort oder der Immunpathologie. Transfer
von MHC-Ubereinstimmenden humanen Immunzellen aus demselben Donor konnte

Aufschlisse Uber HBV-spezifische Immunitat liefern [138, 148].

e) MUP-(Pre)Core transgene Maus

Das Epitop HBcore93-100 (MGLKFRQL) des HBcore Proteins wurde im Kontext des MHC-I
Molekuls H2-Kb in der C57BL/6 Maus gut beschrieben und gilt als ein immundominantes
Peptid [149]. Im MUP-PreCore oder MUP-Core transgenen Model wird das HBcore Protein
unter dem MUP (engl. mouse major urinary protein) Promoter Hepatozyten-spezifisch
exprimiert [150]. Dabei kann im MUP-Core System das HBcore Protein nicht sekretiert,
wahrend es im MUP-PreCore von Hepatozyten sekretiert werden kann [151]. Dieses
Mausmodel kann gut zur Untersuchung der CD8 T-Zell-Aktivierung in der Leber herangezogen
werden [152]. Um eine Immunantwort gegen das HBV zu untersuchen, missen jedoch alle

HBV-spezifischen Proteine einbezogen werden.

f) Hydrodynamische Injektion von Hepatitis B Virus Plasmid-DNA

Die hydrodynamische Injektion von zirkularer HBV-DNA, um HBV-Genome in Hepatozyten
einzubringen, wird in der Forschung oft verwendet, um einen akut selbst-limitierenden
Krankheitsverlauf nachzustellen [141, 153, 154]. Transfer von HBV-Plasmiden in
immunkompetente Mause erlaubt es, die vollstandige HBV-spezifische Immunantwort zu
untersuchen. Die hydrodynamische Injektion selbst 16st jedoch einen starken Leberschaden
aus, was mit einer Inflammation verbunden ist, die wahrend einer naturlichen HBV Infektion
nicht vorhanden ist [62, 154-156]. Die damit verbundene Aktivierung des innaten

Immunsystems kénnten einen Einfluss auf das adaptive Immunsystem nehmen.
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g) Transfer von Hepatitis B Virus DNA durch Adeno-assoziierte Vektoren

Alternativ._kénnen HBV-Genome durch Adeno-assoziierte Vektoren (AAV) in murine
Hepatozyten eingebracht werden, ohne Leberschaden zu induzieren [141]. Danach kann das
HBV in Hepatozyten replizieren, ohne jedoch neue Hepatozyten infizieren zu kénnen aufgrund
des fehlenden NTCP-Rezeptors und eines weiteren bisher unbekannten Faktors in der Maus
[157]. Nach einer AAV-HBV Infektion kénnen alle HBV-spezifischen Proteine exprimiert
werden, wodurch in immunkompetenten Mausen die Immunantwort gegen das HBV
untersucht werden kann. Im AAV-HBV Model konnte sogar die Bildung einer cccDNA
nachgewiesen werden [158]. Eine AAV-HBV Infektion fuhrt jedoch zwangslaufig zu einem
chronischen Krankheitsverlauf, wodurch die in dem System zu testenden Therapeutika die
HBV-spezifische Replikation bzw. Expression lediglich unterdricken [141]. Dennoch kann in
diesem System eine Re-Aktivierung des Immunsystems nach Behandlung beobachtet

werden, die Aufschlisse Uber die Potenz der getesteten anti-viralen Therapeutika gibt [159].

h) Transfer von Hepatitis B Virus DNA durch adenovirale Vektoren

Auch der Transfer von HBV-Genomen mittels adenoviraler Vektoren ermdglicht das
Einbringen der HBV-DNA in Hepatozyten, ohne Leberschaden zu induzieren [141]. Dabei
wurde von Sprinzl et. al das HBV1.3 Uberlangenkonstrukt in einen adenoviralen Vektor des
Serotyp 5 mit deletierten adenoviralen Regionen E1A/E1B und E3 eingebracht (Ad-HBV1.3)
[160]. Durch die E1A/E1B Deletion wurde die Replikationsfahigkeit des Adenovirus und durch
die E3 Deletionen das Erkennen des Adenovirus durch Abwehrmechanismen im Wirt
ausgeschlossen [161, 162]. Das HBV kann nach adenoviralem Transfer in Hepatozyten
replizieren und exprimiert alle HBV-spezifischen Proteine [160]. Eine Ad-HBV1.3 Infektion
initiilert eine T-Zell-Antwort und kann somit zur Analyse des Immunsystems gegen das HBV
herangezogen werden. Bisher sind eindeutige Ergebnisse zur Persistenz und Eliminierung von
Ad-HBV1.3 nicht publiziert. In den meisten Fallen resultiert das Ad-HBV1.3 in einer
chronischen Infektion [154, 163]. Nur durch hohe Infektionsdosen, die einen Leberschaden
auslésen, wurde die Eliminierung des Ad-HBV1.3 bisher beschrieben [154]. Im Gegensatz zu
dem Transfer mittels Adeno-assoziierten Vektoren kénnen in adenovirale Vektoren zusatzlich
zum HBV1.3 Uberlangenkonstrukt noch weitere Markerproteine wie Luziferase oder

Fluoreszenzproteine eingebracht werden.
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3.6 Ziel der Arbeit

Ziel der Doktorarbeit war es, neue Modelsysteme fur virale Infektionen der Leber in der Maus
zu etablieren und die CD8 T-Zell-Antwort gegen diese zu charakterisieren. Hierbei sollten

Virus-assoziierte Mechanismen untersucht werden, die die virale Persistenz begilinstigen.

Im ersten Teil der Arbeit sollte eine akut selbst-limitierte und chronische Ovalbumin-basierte
adenovirale Leberinfektion etabliert werden, bei der das Ovalbumin Promoter-spezifisch
jeweils ubiquitar oder nur in Hepatozyten exprimiert werden kann, vergleichbar der Expression
HBV-spezifischer Proteine. Damit sollte der Einfluss der Antigenexpression auf den Verlauf

einer anti-viralen CD8 T-Zell-Antwort untersucht werden.

Im zweiten Teil der Arbeit sollte das aus dem ersten Model erlangte Wissen auf eine HBV
Infektion Ubertragen werden, bei der HBV1.3-Genome in murine Hepatozyten mittels
adenoviralen Vektoren eingebracht werden. Dabei sollte das bisher publizierte Model Ad-
HBV1.3 um einen Luziferase-Biomarker erweitert werden, um den Infektionsverlauf in vivo
genauer verfolgen zu kdnnen. Dartber hinaus sollte detailliert untersucht werden, welchen

Einfluss die Antigemenge bzw. die Infektionsdosis auf den Infektionsverlauf nimmt.
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4. Ergebnisse

4.1 Bildgebung der adenoviralen Leberinfektion

Zur Infektion der Leber wurden rekombinante replikationsdefiziente Adenoviren des Serotyp 5
generiert. Als Transgene wurden Ovalbumin (O) als immunologisches Antigen und eGFP (G),
Luziferase (L) und/oder iRFP720 (iR) als Reporterproteine unter einem ubiquitaren CMV-
Promoter oder einem Hepatozyten-spezifischen TTR-Promoter exprimiert (Abb. 1). Somit
wurden die Adenoviren Ad-CMV-GOL, Ad-TTR-GOL Ad-CMV-GIiRO und Ad-TTR-GiRO
generiert. Die Sequenzen fur pEntr-CMV-GOL und pEntr-TTR-GOL und die jeweiligen Viren
standen bereits zur Verfugung (Abb. 1 A, B). pEntr-CMV-GiRO und pEntr-TTR-GIiRO wurden
im Rahmen dieser Arbeit generiert (Abb. 1 C). Zur Klonierung der Expressionskassette wurden
die Transgene zunachst in ein pEntr-Plasmid kloniert und nachfolgend in den viralen pDest-
Vektor rekombiniert. Die adenovirale DNA wurde in HEK293-Zellen amplifiziert und in virale
Partikel verpackt. Alle Transgene wurden durch eine T2A-Sequenz getrennt, sodass die
Expression der Reporterproteine mit der Ovalbumin-Expression direkt korreliert und zur

Antigen-Quantifizierung herangezogen werden kann.

pEntr-CMV-GOL \ pEntr-TTR-GOL pEntr-CMV-GiRO

6869 bp |l 7251 bp 6874 bp

Abb. 1: Plasmidkarten von (A) pEntr-CMV-GOL, (B) pEntr-TTR-GOL und (C) pEntr-CMV-GiRO. (A) Expression
von eGFP, Ovalbumin und Luziferase unter CMV-Promoter. (B) Expression von eGFP, Ovalbumin und Luziferase
unter TTR-Promoter. (C) Expression von eGFP, Ovalbumin und iRFP720 unter CMV-Promoter. (A-C) Die
Transgene wurden jeweils durch eine T2A-Sequenz getrennt.

Es ist bekannt, dass intravends verabreichte Adenoviren des Serotyp 5 hauptsachlich
Hepatozyten infizieren [164]. Zur Charakterisierung der hier generierten Adenoviren wurden
C57BL/6 Mause mit jeweils 10° pfu Ad-CMV-GOL, Ad-TTR-GOL, Ad-CMV-GIiRO und
Ad-TTR-GIiRO intravends infiziert. Zwei Tage nach Infektion wurden den Tieren Leber, Milz,
Lunge, Herz, Niere sowie Darm enthommen wund mittels Fluoreszenz- und
Biolumineszenzmessung auf Expression der Virus-kodierten Markerproteine untersucht
(Abb. 2). Es konnte gezeigt werden, dass nach Infektion mittels Ad-CMV-GOL bzw.
Ad-TTR-GOL die Biolumineszenz des Markerproteins Luziferase spezifisch in der Leber
detektiert werden kann (Abb. 2 A). Auch nach Infektion mittels Ad-CMV-GiRO bzw. Ad-TTR-
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GiRO konnte die iRFP720-Fluoreszenz spezifisch in der Leber detektiert werden (Abb. 2 A,
B). Nach absoluter Quantifizierung der iRFP720-Fluoreszenz nach einer Ad-CMV-GiRO
Infektion konnte zusatzlich Fluoreszenz in der Milz detektiert werden, was auf eine Infektion
der Milz hindeutet, jedoch signifikant weniger im Vergleich zur Infektion der Leber (Abb. 2 B).
Es konnte belegt werden, dass die hier generierten Adenoviren hepatotrop sind und sich zur

Untersuchung einer Infektion der Leber eignen.
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Abb. 2: Haptotropismus der adenoviralen Infektion. (A) Biolumineszenz- und Fluoreszenz-Bildgebung von
angegebenen Organen 2 Tage nach Infektion der Mause mittels 10° pfu Ad-CMV-GOL, Ad-TTR-GOL, Ad-CMV-
GIiRO bzw. Ad-TTR-GIiRO. Detektion der Biolumineszenz erfolgte anhand von Luziferase. Fluoreszenzmessung
erfolgte anhand von iRFP720. (B) Quantifizierung der iRFP720-Fluoreszenz in den angegebenen Organen 2 Tage
nach Infektion mit 10° pfu Ad-CMV-GiRO (n=3). (A) Abbildung modifiziert aus Manske et al., Hepatology, 2018.

Um zu vergleichen, welchen Einfluss die Expression der Transgene unter dem ubiquitaren
CMV- bzw. dem Hepatozyten-spezifischen TTR-Promoter hat, wurden C57BL/6 Mause mit
10° pfu Ad-CMV-GOL oder Ad-TTR-GOL infiziert und 2 Tage danach die Biolumineszenz in
der Leber detektiert (Abb. 3 A). Es konnte gezeigt werden, dass trotz gleicher Infektionsdosis
unter dem TTR-Promoter 100-mal weniger Luziferase exprimiert und detektiert werden kann
als unter dem CMV-Promoter. Um zu zeigen, dass die Luziferase sich als Marker fur eine
adenovirale Infektion eignet, wurden Mause mit aufsteigenden Dosen von 10* bis 10° pfu
Ad-CMV-GOL bzw. Ad-TTR-GOL infiziert. 2 Tage nach Infektion wurde die Biolumineszenz in
der Leber quantifiziert (Abb. 3 B). Dabei korrelierte die Infektionsdosis mit der Biolumineszenz.
Damit konnte die Luziferase zur Quantifizierung der Leberinfektion sowie zur Quantifizierung

der Antigenexpression in diesem Modelsystem herangezogen werden.
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Abb. 3: Korrelation zwischen Infektionsdosis und Biolumineszenz. (A) Biolumineszenz-Bildgebung 2 Tage
nach Infektion mit Ad-CMV-GOL und Ad-TTR-GOL (10° pfu). (B) Biolumineszenz in Mausen in Anhangigkeit der
Infektionsdosis 2 Tage nach Infektion mit Ad-CMV-GOL (rot) und Ad-TTR-GOL (blau) (n=5). (A-B) Abbildung
modifiziert aus Manske et al., Hepatology, 2018.

4.2 Rolle der Antigenexpression fiir eine chronische Leberinfektion

Bisher ist nicht vollstandig verstanden, welche Rolle die Expression des Antigens bei einer
Leberinfektion in Bezug auf Expressionsort und Quantitat spielt. Deshalb wurden hier die Viren
Ad-CMV-GOL und Ad-TTR-GOL uber einen Zeitraum von 50 bzw. 90 Tagen in C57BL/6
Mausen titriert. Hierfir wurden die Mause mit aufsteigenden Dosen 10° bis 10° pfu
Ad-CMV-GOL bzw. 10° bis 10° pfu Ad-TTR-GOL infiziert und die Viruseliminierung mithilfe der
Biolumineszenz-Bildgebung verfolgt (Abb. 4). Da die Antigenexpression unter dem TTR-
Promoter schwacher ist als unter dem CMV-Promoter und die Biolumineszenz-Messung an
ihr Detektionslimit gelangt, wurde auf die Infektion mit 10° pfu Ad-TTR-GOL verzichtet. Es
zeigte sich, dass nach einer Ad-CMV-GOL Infektion mit 10° bis 108 pfu und ubiquitérer
Antigenexpression das Virus eliminiert werden konnte (Abb. 4 A). Eine Infektion mit
10° pfu Ad-CMV-GOL konnte dagegen aufgrund eines initialen und unspezifischen
Leberschadens (nicht verdffentlichte Daten) in Zusammenhang mit der hohen Expression an
Transgenen nicht eliminiert werden und persistierte. Im Gegensatz dazu konnte keine der
Infektionsdosen des Ad-TTR-GOL, bei dem die Antigene Hepatozyten-spezifisch exprimiert
werden, eliminiert werden. Damit zeigte sich, dass eine Hepatozyten-spezifische
Antigenexpression, trotz geringer Antigenlast, zwangslaufig zu einer chronischen Infektion
fuhrte.
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Abb. 4: Einfluss der Antigenexpression auf die Viruseliminierung. (A) Quantifizierung der Biolumineszenz in
C57BL/6 Mausen nach Infektion mit den angegebenen Dosen des Ad-CMV-GOL (n=5). (B) Quantifizierung der
Biolumineszenz in C57BL/6 Mausen nach Infektion mit den angegebenen Dosen des Ad-TTR-GOL (n=5). (A-B)

Abbildung modifiziert aus Manske et al., Hepatology, 2018.
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Im Folgenden wurde geklart, welche Zellen fur die Eliminierung einer akut selbst-limitierten
Infektion verantwortlich sind. Hierfiir wurden C57BL/6 Mause mit 107 pfu Ad-CMV-GOL infiziert
und jeweils CD8 T-Zellen, CD4 T-Zellen oder NK1.1 Zellen depletiert (Abb. 5 A, B). Die
erfolgreiche Zelldepletion wurde in Leber, Milz und Blut durchflusszytometrisch Uberprift
(Abb. 5 A). Verfolgung der Viruseliminierung mithilfe der Biolumineszenz-Bildgebung Uber die
Zeit nach Infektion und Depletion zeigte, dass CD8 T-Zellen fir die Eliminierung einer akut
selbst-limitierten Dosis des Ad-CMV-GOL unerlasslich sind, wohingegen CD4 T-Zellen und
NK1.1 Zellen nicht zwangslaufig bendtigt werden (Abb. 5 B).
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Abb. 5: Verantwortliche Zellpopulationen fiir die Eliminierung einer akut selbst-limitierten Ad-CMV-GOL
Infektion. (A) Durchflusszytometrische Analyse von Leber, Milz und Blut nach Infektion von C57BL/6 Mausen mit
107 pfu Ad-CMV-GOL und angegebener Zelldepletion. (B) Quantifizierung der Biolumineszenz in C57BL/6 Mausen
nach Infektion mit 107 pfu Ad-CMV-GOL und angegebener Zelldepletion (n=5). Die Depletion erfolgte mit 30 ug
anti-Maus CD8a (Klon 2.43), 300 ug anti-Maus CD4 (Klon GK1.5) oder 300 pg anti-Maus NK1.1 (Klon PK136).
(A-B) Abbildung modifiziert aus Manske et al., Hepatology, 2018.

Es wurde identifiziert, dass CD8 T-Zellen die Hauptpopulation darstellt, die bei der
Immunantwort gegen eine akut selbst-limitierte Ad-CMV-GOL Infektion beteiligt ist.
Nachfolgend wurde eine akut selbst-limitierte Ad-CMV-GOL und eine chronische
Ad-TTR-GOL Infektion gegenubergestellt und untersucht, welchen Einfluss der
Infektionsverlauf auf die Antigen-spezifischen CD8 T-Zellen hat. Da die Antigenexpression

unter dem CMV- und TTR-Promoter sich 100-fach unterscheidet, wurden fur eine akut selbst-
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limitierte und eine chronische Infektion mit Ad-CMV-GOL bzw. Ad-TTR-GOL die jeweiligen
Infektionsdosen so gewahlt, dass das exprimierte Antigen vergleichbar ist. Hierfir wurden
C57BL/6 Mause mit 10" pfu Ad-CMV-GOL oder 10° pfu Ad-TTR-GOL infiziert. Mithilfe der
Biolumineszenz-Bildgebung konnte sichergestellt werden, dass die dabei exprimierte
Antigenlast an Tag 2 nach Infektion vergleichbar ist (Abb. 6 A). Da die im Adenovirus kodierten
Transgene eGFP, Ovalbumin und Luziferase jeweils durch eine T2A-Sequenz getrennt sind,
ist anzunehmen, dass vergleichbar zur Luziferase-Expression auch die Expression von eGFP
und Ovalbumin durch die verschiedenen Infektionsdosen angeglichen wurde. Mithilfe einer
quantitativen PCR auf adenovirale Genome konnte belegt werden, dass die 100-fache
Infektionsdosis mit Ad-TTR-GOL (10° pfu) auch zur 100-fachen adenoviralen Kopien in der
Leber nach Infektion fiihrt im Vergleich zur einer Ad-CMV-GOL Infektion (107 pfu) (Abb. 6 B).
Zuséatzlich konnte mithilfe der quantitativen PCR (gPCR) mit einer weiteren Methode, neben
der Biolumineszenz-Bildgebung, gezeigt werden, dass die akut selbst-limitierte Dosis von Ad-
CMV-GOL eliminiert wird, wahrend Ad-TTR-GOL persistiert. In Zusammenhang mit der
Eliminierung von Ad-CMV-GOL konnten erhdhte Alanin-Aminotransferase (ALT)-Werte im
Serum gemessen werden, die auf ein Abtéten infizierter Hepatozyten und eine CD8 T-Zell-
Effektorfunktion deuten (Abb. 6 C). Nach einer Ad-TTR-GOL Infektion konnten dagegen keine
erhdhten ALT-Werte gemessen werden, was mit einer Viruspersistenz korreliert und auf eine
abwesende Immunantwort hindeutet. Immunhistochemische Analyse der eGFP-positiven,
infizierten Hepatozyten in Leberproben an Tagen 3, 5, 7 und 18 nach Infektion bestatigte
nochmals die Eliminierung von Ad-CMV-GOL (10" pfu) (Abb. 6 D). Bei der Analyse von
Leberproben nach einer Ad-TTR-GOL (10° pfu) Infektion konnten lediglich an Tag 3 vereinzelt
schwach eGFP-positive Hepatozyten detektiert werden. Diese waren an Tagen 5, 7 und 18
nicht mehr sichtbar. Dieses Ergebnis korreliert mit den Ergebnissen der Biolumineszenz-
Bildgebung, in denen die Biolumineszenz nach einer Ad-TTR-GOL (10° pfu) Infektion bis Tag
7 wieder leicht abnimmt (Abb. 6 A). Damit zeigte sich die Biolumineszenz als eine deutlich
sensitivere Detektionsmethode der Infektion als die immunhistochemische Analyse der
infizierten Hepatozyten mittels eGFP-Farbung, die aufgrund der 100-fach geringeren

Expression unter dem TTR-Promoter auf Einzelzellebene nicht detektierbar war.
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Abb. 6: Charakterisierung der akut selbst-limitierten und chronischen Ad-CMV-GOL bzw. Ad-TTR-GOL
Infektion. (A) Quantifizierung der Biolumineszenz in C57BL/6 Mausen nach Infektion mit 107 pfu Ad-CMV-GOL
(rot) oder 10° pfu Ad-TTR-GOL (blau) (n=5). (B) Adenovirale Genomkopien in der Leber zu angegebenen
Zeitpunkten aus C57BL/6 Mausen nach Infektion mit 107 pfu Ad-CMV-GOL (rot) oder 10° pfu Ad-TTR-GOL (blau)
(n=5). (C) sALT-Werte in C57BL/6 Mausen nach Infektion mit 107 pfu Ad-CMV-GOL (rot) oder 10° pfu Ad-TTR-GOL
(blau) (n=5). (D) Immunhistochemische Analyse der eGFP-Expression in der Leber zu den angegebenen
Zeitpunkten aus C57BL/6 Mausen nach Infektion mit 107 pfu Ad-CMV-GOL oder 10° pfu Ad-TTR-GOL. (A-D)
Abbildung modifiziert aus Manske et al., Hepatology, 2018.

Nachdem bewiesen wurde, dass eine Expression der Antigene unter einem Hepatozyten-
spezifischen Promoter zur Persistenz der adenoviralen Infektion flhrt, stellte sich die Frage,
ob Antigen-spezifische CD8 T-Zellen in diesem Model aktiviert werden kdnnen. Wahrend nach
einer Ad-CMV-GOL Infektion die Antigene ubiquitar exprimiert werden kénnen und CD8 T-
Zellen in lymphoiden Organen aktiviert werden konnen, ist dies bei einer Expression der
Antigene unter dem TTR-Promoter unklar. Um die Aktivierung in einem lymphoiden Organ zu
untersuchen, wurden C57BL/6 Mause mit 10° pfu Ad-CMV-GOL bzw. Ad-TTR-GOL intravends
infiziert und 2 Tage spater die Milz entnommen. Die Milzen wurde auf Infektion bzw.
Antigenexpression mittels Biolumineszenz-Bildgebung untersucht (Abb. 7 A). Es zeigte sich,
dass nach einer Ad-CMV-GOL Infektion signifikant mehr Luziferase in der Milz exprimiert
wurde als nach einer Ad-TTR-GOL Infektion. Verglichen jedoch mit einer nicht infizierten
Kontrolle, war dennoch Luziferase-Expression nach einer Ad-TTR-GOL Infektion messbar.
Dies kann entweder auf Infektion der Milz und Hepatozyten-unspezifische Antigenexpression
oder eine Antigenaufnahme aus der Blutzirkulation zurtckgefihrt werden. Wahrend
Ovalbumin als sekretorisches Antigen beschrieben wurde, gilt Luziferase jedoch als nicht
sekretorisch. Dennoch ist in Anbetracht dessen, dass unter dem TTR-Promoter 100-fach
weniger Ovalbumin exprimiert wird, welches in die Zirkulation gelangen kann, anzunehmen,

dass die aufgenommene Ovalbumin-Menge in der Milz wahrend einer Ad-TTR-GOL Infektion
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deutlich geringer ist als wahrend einer Ad-CMV-GOL Infektion ist. Damit bleibt die
Fragestellung nach einer intakten CD8 T-Zell-Aktivierung wahrend der chronischen
Ad-TTR-GOL Infektion relevant. Deshalb wurden C57BL/6 Mause mit 10° pfu Ad-CMV-GOL
bzw. Ad-TTR-GOL infiziert und 2 Tage danach CD11c DCs aus der Milz isoliert. Diese wurden
mit naiven Ovalbumin-spezifischen CD45.1 OT-I T-Zellen ko-kultiviert. Einen Tag nach
Ko-Kultur wurden die CD45.1 OT-I T-Zellen auf Aktivierung durchflusszytometrisch untersucht
(Abb. 7 B). Es wurde gezeigt, dass CD11c DCs aus Ad-TTR-GOL infizierten Tieren,
vergleichbar zu CD11c DCs aus nicht infizierten Kontroll-Tieren, die CD45.1 OT-l T-Zellen
nicht aktiviert haben, da die CD45.1 OT-l T-Zellen negativ fur CD44 und CD25 waren. Im
Gegenzug dazu wurden CD45.1 OT-lI T-Zellen von CD11c DCs, isoliert aus Ad-CMV-GOL
infizierten Tieren, erfolgreich aktiviert und exprimierten CD44 sowie CD25 vergleichbar zur
Positiv-Kontrolle, bei der nicht infizierte CD11c DCs mit Ovalbumin beladen und mit naiven
CD45.1 OT-I T-Zellen ko-kultiviert wurden.

Damit konnte gezeigt werden, dass nach einer Ad-TTR-GOL Infektion die Antigen-
spezifischen CD8 T-Zellen nicht in der Milz aktiviert werden, anders als bei einer Ad-CMV-GOL
Infektion.
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Abb. 7: CD8 T-Zell-Aktivierung nach akut selbst-limitierter und chronischer Leberinfektion. (A)
Biolumineszenz-Bildgebung und Quantifizierung in Milzen aus C57BL/6 Mausen 2 Tage nach Ad-CMV-GOL oder
Ad-TTR-GOL Infektion (10° pfu) (n=4). (B) Durchflusszytometrische Analyse von CD44 und CD25 auf Ovalbumin-
spezifischen OT-l T-Zellen nach Ko-Kultur mit CD11c-positiven Splenozyten, isoliert aus C57BL/6 Mausen 2 Tage
nach Ad-CMV-GOL oder Ad-TTR-GOL Infektion (10° pfu) (n=4). Fir die Positiv-Kontrolle wurden nicht infizierte
CD11c-positive Splenozyten mit 200 ug/ml Ovalbumin und OT-I T-Zellen kultiviert. Experiment durchgefiihrt von
Verena Konig. (A-B) Abbildung modifiziert aus Manske et al., Hepatology, 2018.

4.3 Dynamik der CD8 T-Zell-Antwort wahrend akut selbst-limitierter und chronischer
Leberinfektion

Nachdem bekannt war, dass wahrend einer chronischen Ad-TTR-GOL Infektion die Antigen-
spezifischen CD8 T-Zellen nicht in den lymphoiden Organen, wie der Milz, aktiviert werden,

stellte sich die Frage, ob Uberhaupt eine adaptive Immunantwort generiert wird und welchen
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Phanotyp sie aufweist. Deshalb wurden C57BL/6 Mausen 100 Ovalbumin-spezifische CD45.1
OT-l T-Zellen transferiert und einen Tag danach 107 pfu Ad-CMV-GOL, 107 pfu bzw. 10° pfu
Ad-TTR-GOL intravends injiziert. An den Tagen 5, 7 und 18 nach Infektion wurden
Lymphozyten aus Milz und Leber isoliert und die transferierten Antigen-spezifischen
CD45.1 OT-I T-Zellen anhand ihres kongenen CD45.1-Markers durchflusszytometrisch
quantifiziert. Wahrend der akut selbst-limitierten Ad-CMV-GOL (107 pfu) Infektion waren
CD45.1 OT-I T-Zellen in der Milz zu finden, die von Tag 5 bis Tag 7 nach Infektion expandierten
(8x10° CD45.1 OT-l T-Zellen pro Milz), einhergehend mit ansteigenden ALT-Werten (Abb. 6
C), und von Tag 7 auf Tag 18 wieder kontrahierten (Abb. 8 A). Dieselbe Kinetik der
CD45.1 OT-I T-Zellen wurde auch in der Leber beobachtet mit einer Expansionsphase bis Tag
7 (2x10° CD45.1 OT-l T-Zellen pro Leber) und einer Kontraktionsphase auf Tag 18, an dem
die Infektion eliminiert wurde (Abb. 8 B). Im Gegensatz dazu expandierten die CD45.1 OT-I
T-Zellen bei einer chronischen Ad-TTR-GOL (10° pfu) Infektion, trotz gleicher Antigenmenge
in der Leber, lediglich auf 10° CD45.1 OT-I T-Zellen pro Milz (Abb. 8 A). Auch in der Leber
zeigten die CD45.1 OT-I T-Zellen bei einer chronischen Ad-TTR-GOL (10° pfu) Infektion eine
deutlich langsamere Expansion, im Vergleich zur Ad-CMV-GOL (107 pfu) Infektion, und eine
absolute Zellzahl von 10° CD45.1 OT-I T-Zellen pro Leber an Tag 7 (Abb. 8 B). Anders als bei
der Ad-CMV-GOL (107 pfu) Infektion, wiesen die CD45.1 OT-l T-Zellen bei einer chronischen
Ad-TTR-GOL (10° pfu) Infektion keine Kontraktionsphase auf und expandierten an Tag 18 auf
3x10* CD45.1 OT-l T-Zellen pro Leber. Bei der Kontrolle mit Infektion von 107 pfu
Ad-TTR-GOL, bei der gleich viele Hepatozyten infiziert wurden wie bei der akut selbst-
limitierten Ad-CMV-GOL (10" pfu) Infektion, sind die 100 adoptiv transferierten
CD45.1 OT-I T-Zellen in der Milz sowie in der Leber kaum expandiert (Abb. 8 A, B).
Zusammenfassend ergaben die Ergebnisse eine langsamere und schwachere Expansion von
Antigen-spezifischen CD8 T-Zellen wahrend der chronischen Ad-TTR-GOL (10° pfu) Infektion,
verglichen mit der akut selbst-limitierten Ad-CMV-GOL (107 pfu) Infektion.
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Abb. 8: Expansion von Ovalbumin-spezifischen CD8 T-Zellen nach adenoviraler Leberinfektion. (A-B)
Quantifizierung von CD45.1 OT-I T-Zellen in Milz (A) und Leber (B) nach Ad-CMV-GOL (107 pfu) oder Ad-TTR-GOL
(107 pfu, 10° pfu) Infektion (n=4). Einen Tag vor Infektion wurden 100 naive CD44"9 CD62LP°s CD45.1 OT-I T-Zellen
adoptiv transferiert. Analyse von lebenden CD44-positiven CD45.1 CD8 T-Zellen. Abbildung modifiziert aus Manske
et al., Hepatology, 2018.
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Trotz Persistenz von Ad-TTR-GOL und der eingeschrankten CD8 T-Zell-Aktivierung in der
Milz, konnten expandierte Antigen-spezifische CD45.1 OT-I T-Zellen in der Leber gefunden
werden (Abb. 8 B). Da sowohl wahrend der akut selbst-limitierten Ad-CMV-GOL als auch der
chronischen Ad-TTR-GOL Infektion eine adaptive Immunantwort generiert wurde, wurde
nachfolgend der Phanotyp der Antigen-spezifischen CD8 T-Zellen charakterisiert. Hierflr
wurden die einen Tag vor Infektion transferierten CD45.1 OT-I T-Zellen an den Tagen 5, 7 und
18 nach Infektion mit Ad-CMV-GOL (10" pfu) bzw. mit Ad-TTR-GOL (10° pfu)
durchflusszytometrisch auf ihre Oberflachenmarker untersucht (Abb. 9). Aufgrund der
geringen Expansion konnten wahrend einer Infektion mit 107 pfu Ad-TTR-GOL nicht genug
CD45.1 OT-I T-Zellen detektiert werden, um phanotypisch charakterisiert zu werden.

5 Tage nach akut selbst-limitierter und chronischer Infektion konnten Antigen-erfahrene
CD44-positive CD45.1 OT-l T-Zellen sowohl in Leber als auch in Milz detektiert werden
(Abb. 9 A). CD45.1 OT-I T-Zellen, isoliert aus der Milz von akut selbst-limitiert und chronisch
infizierten Mausen, exprimierten im geringen Ausmalf die y-Kette des IL-2-Rezeptors (CD25)
auf ihrer Oberflache, was auf eine Aktivierung der CD8 T-Zellen hindeutete. Eine
CD25-Expression auf OT-I T-Zellen, isoliert aus der Leber, konnte weder nach Ad-CMV-GOL
noch nach Ad-TTR-GOL Infektion gezeigt werden. Interessanterweise wiesen CD45.1 OT-I
T-Zellen bereits an Tag 5 nach chronischer Ad-TTR-GOL Infektion eine hohe Expression von
CD62L (L-Selectin) in der Milz und zum geringen Anteil in der Leber auf, die wahrend einer
Ad-CMV-GOL Infektion abwesend war (Abb. 9 A). Sowohl 5 Tage nach akut selbst-limitierter
als auch nach chronischer Infektion wurden in Leber und Milz die Aktivierungs- bzw.
Erschoépfungs-Marker PD-I und LAG-3 auf CD45.1 OT-l T-Zellen exprimiert, was frih nach
Infektion zunachst eine Aktivierung der CD8 T-Zellen vermuten lie3. Im Gegensatz zu LAG-3,
wurde PD-I in der Milz auf nur der Halfte der CD45.1 OT-I T-Zellen an Tag 5 nach chronischer
Infektion exprimiert.

Nach einer akut selbst-limitierten Ad-CMV-GOL Infektion wurden von Tag 5 auf Tag 7 und 18
die Expression von PD-l und LAG-3 auf CD45.1 OT-l T-Zellen, isoliert aus der Leber, immer
weiter herunter reguliert (Abb. 9 B, C). Im Gegensatz dazu wurden nach der chronischen
Ad-TTR-GOL Infektion an Tag 7 eine erhdhte PD-I und LAG-3 Expression auf Antigen-
spezifischen CD8 T-Zellen detektiert, die sich bis Tag 18 weiter steigerte. Im Vergleich zur
Leber wurde in der Milz auf CD45.1 OT-l T-Zellen weniger PD-I und LAG-3 exprimiert.
Dennoch reduzierte sich diese Expression von Tag 5 auf Tag 7 und weiterhin auf Tag 18
sowohl wahrend der akut selbst-limitierten als auch der chronischen Infektion (Abb. 9 B, C).
Die PD-I-positive CD45.1 OT-I T-Zell-Population in der Milz nach einer Ad-TTR-GOL Infektion
reduzierte sich an Tag 7 auf ein Drittel, im Vergleich zu Tag 5, und war an Tag 18 nicht mehr
detektierbar. Im Gegensatz dazu nahm die Expression von CD62L auf CD45.1 OT-I T-Zellen
in der Milz wahrend der chronischen Ad-TTR-GOL Infektion von Tag 5 auf Tag 7 und 18 immer
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weiter zu. Wahrend der akut selbst-limitierten Ad-CMV-GOL Infektion war an keinem der
analysierten Tage CD62L auf Antigen-spezifischen CD8 T-Zellen in der Milz stark exprimiert.
Zusammenfassend wurde wahrend einer akut selbst-limitierten Ad-CMV-GOL Infektion ein
aktivierter Phanotyp der Antigen-spezifischen CD8 T-Zellen an Tagen 5 und 7 entwickelt, der
sich nach Virus-Eliminierung an Tag 18 wieder zurlckbildete. Im Gegensatz dazu
manifestierte sich mit der hohen PD-I und LAG-3 Expression in der Leber ein erschopfter CD8
T-Zell-Phanotyp Uber die Dauer der chronischen Ad-TTR-GOL Infektion. Darlber hinaus
zeichnete sich wahrend der Ad-TTR-GOL Infektion aufgrund der hohen CD62L-Expression auf
CD45.1 OT-l T-Zellen in der Milz eine Aktivierung der CD8 T-Zellen in der Leber durch
LSECs ab.
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Abb. 9: Phanotyp von Ovalbumin-spezifischen CD8 T-Zellen nach adenoviraler Leberinfektion.
Durchflusszytometrische Analyse und Quantifizierung von Oberflachenmarkern auf Ovalbumin-spezifischen
CD8 T-Zellen (A) Tag 5, (B) Tag 7 und (C) Tag 18 nach Infektion von C57BL/6 Mausen mit 107 pfu Ad-CMV-GOL
(rot) oder 10° pfu Ad-TTR-GOL (blau). Einen Tag vor Infektion wurden 100 CD45.1 OT-l T-Zellen adoptiv
transferiert. Analyse von lebenden CD45.1 CD8 T-Zellen (n=4). Jedes Histogramm zeigt ein reprasentatives
Ergebnis. Als Negativ-Kontrolle dient eine ungefarbte Probe des jeweiligen Markers (grau). Abbildung modifiziert
aus Manske et al., Hepatology, 2018.

Die durchflusszytometrische Analyse der Leber ergab eine Ko-Expression der
Erschopfungsmarker PD-I mit Tim-3, CD160 oder CTLA-4 auf Antigen-spezifischen
CD8 T-Zellen an Tag 18 nach chronischer Infektion mit Ad-TTR-GOL (Abb. 10). Dabei

korrelierte die Expression von PD-l und LAG-3 am starksten. KLRG-1 (engl. killer cell lectin-
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like receptor subfamily G member 1) wurde lediglich wahrend der akut selbst-limitierten
Ad-CMV-GOL Infektion in der Leber auf Antigen-spezifischen CD8 T-Zellen auf der PD-I
negativen Population detektiert und deutete auf zytotoxische CD8 T-Zellen hin, die fur die

Eliminierung der Infektion zustéandig waren.

| m 10° pfu Ad-TTR-GOL
(@ = 107 pfu Ad-CMV-GOL

PD-1

LAG-3 Tim-3 CD160 CTLA-4 KLRG-1

.

Abb. 10: Ko-Expression von Aktivierungs- und Erschopfungs-Markern auf Antigen-spezifischen
CD8 T-Zellen nach adenoviraler Leberinfektion. Durchflusszytometrische Analyse von CD45.1 OT-I T-Zellen
18 Tage nach Infektion mit 107 pfu Ad-CMV-GOL (rot) oder 10° pfu Ad-TTR-GOL (blau). Einen Tag vor Infektion
wurden 100 CD45.1 OT-I T-Zellen adoptiv transferiert. Analyse von lebenden CD45.1 CD8 T-Zellen (n=4). Jedes
Histogramm zeigt ein reprasentatives Ergebnis. Abbildung modifiziert aus Manske et al., Hepatology, 2018.

Zusatzlich zur KLRG-1-Expression exprimierten Antigen-spezifische CD8 T-Zellen, isoliert aus
der Leber, an Tag 18 nach Ad-CMV-GOL Infektion TNF und IFNy (Abb. 11). Im Gegensatz
dazu fehlte der funktionelle Phanotyp auf CD8 T-Zellen nach der chronischen Ad-TTR-GOL

Infektion und bestatigte den erschopften Zustand der Zellen.

ogp nStmuliert - ANMGEN o arlone - Abb.  11: Re-Stimulation von Leber-assoziierten
Lymphozyten nach adenoviraler Leberinfektion.
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4.4 Hepatozyten-Schutzmechanismus gegen eine CD8 T-Zell-Effektorfunktion

Bisher zeigten die Ergebnisse eine eingeschrankte CD8 T-Zell-Aktivierung wahrend der
chronischen Leberinfektion. Dennoch konnten Antigen-spezifische CD8 T-Zellen wahrend
einer Ad-TTR-GOL Infektion expandieren, wiesen jedoch einen erschopften Phanotyp mit
fehlender zytotoxischer Effektorfunktion auf. Damit stellte sich die Frage, ob eine Ad-TTR-GOL
Infektion eliminiert werden kann, wenn eine vollstdndige T-Zell-Aktivierung stattfindet,
vergleichbar einer Ad-CMV-GOL Infektion. Hierflir wurden beide Adenoviren ko-infiziert. Um
den jeweiligen Infektionsverlauf voneinander unterscheiden zu kénnen, wurden die Mause mit
Ad-CMV-GIRO (107 pfu) und/oder Ad-TTR-GOL (10® pfu) (ko-)infiziert (Abb. 12).
Ad-CMV-GIiRO kodiert, im Vergleich zum bisher untersuchten Ad-CMV-GOL Virus, ebenfalls
fur eGFP und Ovalbumin unter dem CMV-Promoter. Statt des Markes Luziferase wird jedoch
iRFP720 unter dem CMV-Promoter exprimiert (Abb. 1 C). Damit konnte die Ad-TTR-GOL
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Infektion wie bisher mithilfe der Biolumineszenz-Bildgebung und die Ad-CMV-GIiRO Infektion
mithilfe der immunhistochemischen Analyse von eGFP in der Leber verfolgt werden. Zwar
kodieren beide Viren, Ad-CMV-GIRO wund Ad-TTR-GOL, fir eGFP, in der
immunhistochemischen Analyse der Leber lieR® sich allerdings eGFP, exprimiert unter dem
TTR-Promoter, aufgrund der niedrigen Nachweisgrenze nicht detektieren (Abb. 6 D). Da in
diesem Experiment zwei Adenoviren ko-infiziert wurden, wurde eine Infektionsdosis von
10® pfu Ad-TTR-GOL gewahlt, um einen Leberschaden auszuschlieRen.

C57BL/6 Mause wurden jeweils mit Ad-CMV-GiRO (107 pfu) und/oder Ad-TTR-GOL (108 pfu)
(ko-)infiziert. Einen Tag vor Infektion wurden 100 Antigen-spezifische CD45.1 OT-I T-Zellen
adoptiv transferiert (Abb. 12). Anhand des Luziferase-Markers konnte gezeigt werden, dass
eine Ko-Infektion mit Ad-CMV-GIiRO / Ad-TTR-GOL die Persistenz von Ad-TTR-GOL nicht
verhindern konnte (Abb. 12 A). Mithilfe der immunhistochemischen Analyse von
eGFP-positiven Hepatozyten konnte eine erfolgreiche Ko-Infektion mit Ad-CMV-GiRO
bestatigt werden (Abb. 12 B). Wie erwartet konnten keine eGFP-positiven Hepatozyten nach
einer Ad-TTR-GOL (108 pfu) mithilfe der Immunhistochemie detektiert werden. Damit wurde
gezeigt, dass Ad-CMV-GIiRO (107 pfu) sowohl nach einer Einfach-Infektion als auch nach einer
Ko-Infektion mit Ad-TTR-GOL (10°® pfu) an Tag 18 eliminiert wurde. Wahrend an Tag 2 nach
Infektion 30 eGFP-positive Hepatozyten pro mm? Leber detektiert wurden, konnten an Tag 18
nach Infektion keine eGFP-positiven Hepatozyten identifiziert werden (Abb. 12 B). Damit
stimmte die Kinetik der Ad-CMV-GiRO-Eliminierung mit der Eliminierung von Ad-CMV-GOL
Uberein (Abb. 4 A).

Diese Ergebnisse lielen vermuten, dass wahrend einer Ko-Infektion mit Ad-CMV-GiRO/Ad-
TTR-GOL eine anti-virale Immunantwort gebildet wurde, diese aber nur mit einer Eliminierung
von Ad-CMV-GIRO assoziiert war, wahrend Ad-TTR-GOL persistierte.
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Abb. 12: Einfluss von funktioneller Aktivierung von CD8 T-Zellen auf eine chronischen Ad-TTR-GOL
Infektion. (A) Quantifizierung der Biolumineszenz zur Verfolgung der Infektion in Abhangigkeit der Zeit nach
Infektion. (B) Immunhistochemische Analyse der eGFP-Expression in der Leber an Tag 2 und 18 nach Infektion.
(C) Quantifizierung der eGFP-positiven Hepatozyten aus (C). (A-C) C57BL/6 Mause wurden mit 107 pfu
Ad-CMV-GIiRO (rot), 108 pfu Ad-TTR-GOL (griin) oder 107 pfu Ad-CMV-GIiRO + 102 pfu Ad-TTR-GOL (violett)
infiziert (n=5). Einen Tag vor Infektion wurden 100 CD45.1 OT-I T-Zellen transferiert. Abbildung modifiziert aus
Manske et al., Hepatology, 2018.

Um eine CD8 T-Zell-Antwort wahrend der Ko-Infektion mit Ad-CMV-GIiRO / Ad-TTR-GOL
nachzuweisen, wurden die endogenen OT-l T-Zellen an Tag 18 nach Infektion in der Leber
untersucht (Abb. 13). Nach einer Ko-Infektion mit Ad-CMV-GIiRO / Ad-TTR-GOL konnten
ahnlich viele Antigen-spezifische CD8 T-Zellen in der Leber quantifiziert werden wie nach einer
Einfach-Infektion mit Ad-CMV-GIiRO (Abb. 13 A). Dariiber hinaus war die Anzahl mit 2-8 x 10°
endogenen OT-I T-Zellen pro Leber vergleichbar mit der Anzahl der 100 adoptiv transferierten
CD45.1 OT-l T-Zellen nach einer Ad-CMV-GOL Infektion an Tag 18 (4 x 10° CD45.1 OT-l
T-Zellen) (Abb. 8 B). Nach einer Einfach-Infektion mit Ad-TTR-GOL (108 pfu) konnten dagegen
keine expandierten endogenen OT-l T-Zellen im Vergleich zur nicht infizierten Kontrolle
detektiert werden. Trotz der erfolgreichen Aktivierung und der Expansion, zeigten die
endogenen OT-| T-Zellen wahrend Ko-Infektion einen erschdpften Phanotyp (Abb. 13 B). Die
Antigen-spezifischen CD8 T-Zellen ko-exprimierten PD-I mit LAG-3, Tim-3 und CTLA-4
vergleichbar zu einer chronischen Ad-TTR-GOL Infektion. Interessanterweise gab es wahrend
der Ko-Infektion eine Sub-Population, die kein PD-I, aber KLRG-1 auf ihrer Oberflache
exprimierte. Diese Effektor-T-Zellen lieRen sich sowohl wahrend der Ad-CMV-GIiRO
(Abb. 13 B) als auch wahrend einer akut selbst-limitierten Ad-CMV-GOL Infektion (Abb. 10)

finden.
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Dieses Experiment zeigte, dass trotz einer effizienten Aktivierung und ausreichender
CD8 T-Zell-Expansion eine chronische Ad-TTR-GOL Infektion nicht Uberwunden werden
konnte. Zusatzlich zeigte sich, dass wahrend einer akut selbst-limitierten und chronischen
Ko-Infektion (Ad-CMV-GIiRO/Ad-TTR-GOL), jeweils eine aktivierte und eine erschopfte
CD8 T-Zell-Population in der Leber ko-existierten. Es war allerdings nicht klar, ob die aktivierte
und die erschopfte CD8 T-Zell-Population bereits frih nach Infektion gleichzeitig gebildet
wurde, oder ob sich die erschopfte CD8 T-Zell-Population nach Eliminierung der akut selbst-
limitierten Infektion entwickelte. Damit blieb die Frage ungeklart, ob die Antigen-spezifischen

CD8 T-Zellen wahrend einer Ko-Infektion ausreichend aktiviert werden konnten.
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Abb. 13: CD8 T-Zell-Antwort nach funktioneller CD8 T-Zell-Aktivierung wahrend chronischer Ad-TTR-GOL
Infektion. (A) Quantifizierung der endogenen Antigen-spezifischen OT-l T-Zellen in der Leber an Tag 18 nach
Infektion. (B) Durchflusszytometrische Analyse der endogenen OT-I T-Zellen, isoliert aus der Leber an Tag 18 nach
Infektion. (A-B) C57BL/6 Mause wurden mit 107 pfu Ad-CMV-GiRO (rot), 108 pfu Ad-TTR-GOL (griin) oder 107 pfu
Ad-CMV-GIiRO + 108 pfu Ad-TTR-GOL (violett) infiziert (n=5). Einen Tag vor Infektion wurden 100 CD45.1 OT-I
T-Zellen transferiert. Abbildung modifiziert aus Manske et al., Hepatology, 2018.

Um zu untersuchen, ob eine chronische Ad-TTR-GOL Infektion durch vollstandig aktivierte
Antigen-spezifische CD8 T-Zellen eliminiert werden kann, wurden zytotoxische CD8 T-Zellen
(engl. cytotoxic T lymphocytes, CTLs) in vitro generiert. C57BL/6 Mause wurden mit
Ad-TTR-GOL (10° pfu) infiziert und somit eine chronische Infektion etabliert. 31 Tage nach
Infektion wurden 107 Ovalbumin-spezifische CTLs adoptiv transferiert (Abb. 14). Die Infektion
wurde mithilfe der Biolumineszenz-Bildgebung verfolgt. Trotz Transfer vollstandig aktivierter
Antigen-spezifischer CD8 T-Zellen konnte die chronische Ad-TTR-GOL Infektion nicht
eliminiert werden vergleichbar mit der Ad-TTR-GOL infizierten Kontrolle ohne CTL-Transfer.
Die Funktionalitat der transferierten CTLs wurde Uberpriift. Hierfir wurden C57BL/6 Mause mit
10" pfu Ad-CMV-GOL infiziet und am darauffolgenden Tag, bevor die endogene
Immunantwort  einsetzt, 10° Ovalbumin-spezifische CTLs transferiert. Mithilfe der

Biolumineszenz-Bildgebung konnte gezeigt werden, dass nach Transfer von CTLs die
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Ad-CMV-GOL Infektion eliminiert werden konnte, im Gegensatz zur Ad-CMV-GOL infizierten
Kontrolle ohne CTLs Transfer.

Damit zeigte sich, dass eine mdgliche dysfunktionale CD8 T-Zell-Antwort nicht alleine fir die
Persistenz einer adenoviralen Infektion mit Hepatozyten-spezifischer Antigenexpression

verantwortlich ist, sondern weitere Mechanismen eine Rolle spielen.
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Abb. 14: Einfluss zytotoxischer CD8 T-Zellen auf eine chronische Ad-TTR-GOL Infektion. Quantifizierung der
Biolumineszenz in der Leber nach einer 10° pfu Ad-TTR-GOL (blau) bzw. 107 pfu Ad-CMV-GOL (rot) Infektion
(n=5). An angegebenen Zeitpunkten wurden 107 in vitro aktivierte Ovalbumin-spezifische zytotoxische T-Zellen
(CTL) adoptiv transferiert. Abbildung modifiziert aus Manske et al., Hepatology, 2018.

Da die eingeschrankte CD8 T-Zell-Aktivierung nicht allein fur die Persistenz einer
Ad-TTR-GOL Infektion verantwortlich war, stellte sich die Frage, ob die Zielzellen, die
infizierten Hepatozyten, einer erfolgreichen Eliminierung des Virus indirekt entgingen. Unter
dem TTR-Promoter wird auf Einzelzellebene 100-fach weniger Antigen exprimiert als unter
dem CMV-Promoter. Deshalb entwickelte sich die Hypothese, dass nach einer Ad-TTR-GOL
Infektion auch weniger Peptid auf der Oberflache einzelner infizierter Hepatozyten prasentiert
werden konnte im Vergleich zu einer Ad-CMV-GOL Infektion. Diese Peptid-Menge, prasentiert
auf H2-Kb MHC-I Molekilen kénnte nicht ausreichend sein, um von anti-viralen CD8 T-Zellen
erkannt zu werden oder eine Effektorfunktion auslésen zu konnen. Um dies zu priifen, wurden
primare murine Hepatozyten aus C57BL/6 Mausen kultiviert und mit Ad-TTR-GOL bzw.
Ad-CMV-GOL infiziert. 2 Tage nach Infektion wurden die primaren murinen Hepatozyten mit
in vitro aktivierten Ovalbumin-spezifischen CD8 T-Zellen ko-kultiviert und die Effektorfunktion
gegen infizierte Hepatozyten mittels Impedanz-basietem xCELLigence Real-Time Cell
Analysis (RTCA) System, ACEA Biosciences, Inc. in Abhangigkeit der Zeit verfolgt (Abb. 15).
Annlich zu den in vivo Daten (Abb. 14) zeigte sich, dass die CTLs Ad-CMV-GOL infizierte
primare murine Hepatozyten lysierten. Im Gegensatz dazu wurden lediglich 40 % der Ad-TTR-
GOL infizierten primaren murinen Hepatozyten eliminiert, im Vergleich zur nicht infizierten
Kontrolle. Um die geringe intrazelluldre Antigenbeladung zu steigern, wurden die infizierten
Hepatozyten zusatzlich mit Ovalbumin-entstammenden Peptid Ova257-264 (SIINFEKL)
beladen. Dabei zeigte sich, dass Ad-TTR-GOL / SIINFEKL-beladene und Ad-CMV-GOL /

29



SIINFEKL-beladene Hepatozyten ahnlich gut von den CTLs eliminiert wurden wie
Ad-CMV-GOL infizierte Hepatozyten ohne zusatzliche Peptid-Beladung (Abb. 15).

Mit diesem Experiment konnte schlief3lich belegt werden, dass zuséatzlich zu einer erschopften
CD8 T-Zell-Antwort, die infizierten Hepatozyten indirekt einer Immunantwort entkommen durch

geringe Peptid-Prasentation auf MHC-I Molekulen auf der Oberflache infizierter Zellen.

Abb. 15: Eliminierung von primdren murinen
Hepatozyten nach adenoviraler Infektion und
Antigenbeladung. Zytotoxizitatsassay von
primdaren murinen Hepatozyten und in vitro
aktivierten Ovalbumin-spezifischen CD8 T-Zellen
(Verhaltnis 1:10). Die Hepatozyten wurden mit
MOI =5 mit Ad-CMV-GOL (rot) oder Ad-TTR-GOL

Zelluberleben (Zellindex, %)

e~ nichtinfiziert (blau) infiziert. Die Hepaztozyten wurden mit 200 nM

o ATeMv.aor + peptg OVa257-264 Peptid beladen. Die CD8 T-Zell-

—— Ad-TTR-GOL Zytotoxizitat wurde mittels xCELLigence Real-Time

o —— AdTTR-GOL +Peptid - Coff Analysis (RTCA) Systems, ACEA Biosciences,
012 3 456 7 8 9 10 Inc. indirekt verfolgt. Experiment durchgefiihrt
Zeit(h) gemeinsam mit Annika Schneider. Abbildung

modifiziert aus Manske et al., Hepatology, 2018.

4.5 Transfer von HBV-Genomen in murine Hepatozyten mittels adenoviraler Infektion

In den vorherigen Kapiteln wurde untersucht, welche Ursachen fir eine chronische
Leberinfektion verantwortlich sind, bei der Antigene unter einem Hepatozyten-spezifischen
TTR-Promoter exprimiert werden. Das vorherige Mausmodel stellte ein artifizielles
Infektionsmodel der Leber dar. Dabei fungierte das replikations-defiziente und vom
Immunsystem nicht erkennbare Adenovirus Serotyp 5 aufgrund der deletierten E1 und E3
Regionen lediglich als Shuttle-System von Transgenen. In diesem System diente das
Ovalbumin als immunstimulatorisches Antigen, das trotz seiner starken Immunogenitat nach
einer Hepatozyten-spezifischen Expression persistierte. Das vorherige Modelsystem zeigte
bereits mogliche Mechanismen auf, welche zu einer chronischen viralen Leberinfektion fihren
koénnen. Diese Ergebnisse sollten nachfolgend auf das HBV Ubertragen werden.

Das humane HBV wurde als streng Spezies-spezifisch beschrieben und infiziert gezielt
Hepatozyten [165, 166]. Dadurch ist es nicht méglich, murine Hepatozyten mit dem HBV direkt
zu infizieren. Um jedoch das HBV-Genom in Maus-Hepatozyten einzubringen, das dort
replizieren kann, wurde das adenovirale Shuttle-System verwendet. Hierfir wurde ein System
verwendet, in dem das HBV1.3 Uberlangengenom in einen adenoviralen Vektor kloniert ist,
welcher die HBV-Sequenzen in Hepatozyten einbringt [160]. Dabei kodiert das HBV1.3 Genom
in Uberlappenden Leserastern, kloniert in ein pEntr-Plasmid, fur das HBx Protein, HBcore
Protein, HBs Protein, Polymerase, ein zweites HBx Protein und ein zweites unvollstandiges
HBcore Protein (Abb. 16 A). Zur Herstellung des Adenovirus wurde das pEntr-HBV1.3 in den
viralen pDest-Vektor rekombiniert und das Virus Ad-HBV1.3 in HEK293-Zellen produziert.
Nach Infektion mit Ad-HBV1.3 kann das Virus in vivo anhand von HBeAg oder HBsAg im Blut

nachgewiesen werden.
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Um den Infektionsverlauf in der Maus besser verfolgen zu kdnnen, wurde ein weiteres
Konstrukt generiert, in dem im pEntr-Plamid an das HBV1.3 Uberlangengenom hinter das
zweite anfangliche HBcore Protein eine Luziferase-Sequenz kloniert wurde (Abb. 16 B).
Dadurch wurde gewahrleistet, dass die Luziferase unter dem HBcore Promoter exprimiert wird.
Da die Sequenzen fur die Luziferase und das zweite unvollstdndige HBcore Protein durch
einen T2A-Linker getrennt wurden, ist anzunehmen, dass die Luziferase und das HBcore

Protein dquimolar exprimiert werden.

Abb. 16: Plasmidkarten von (A) pEntr-
HBV1.3 und (B) pEntr-HBV-Luc. (A) Das
pEntr-Plasmid kodiert fiir die Sequenz des
HBV1.3 Uberlangengenoms. (B) Im pEntr-
HBV-Luc wurde an das HBV1.3
Uberlangengenom mithilfe der T2A-Sequenz
eine Luziferase-Sequenz an das zweite
unvollstdndige HBcore Protein gekoppelt.

pPENtr-HBV1.3

6706 bp

4.6 Quantitat der HBV-spezifischen Antigene bestimmt den Infektionsverlauf

Hohe Antigenlast ist mit erschopfter CD8 T-Zell-Antwort und chronischer HBV Infektion
assoziiert [73, 167]. Um zu untersuchen, welchen Einfluss die Infektionsdosis auf die
Eliminierung des hier generierten Ad-HBV-Luc hat, wurden C57BL/6 Mause mit aufsteigenden
Dosen von 10° pfu bis 10° pfu Ad-HBV-Luc intravends infiziert (Abb. 17). Die Viruseliminierung
wurde nachfolgend mithilfe der Biolumineszenz-Bildgebung (Abb. 17 A) und anhand von
HBeAg-Level im Blut (Abb. 17 B) verfolgt. Es zeigte sich, dass die einzige Infektionsdosis, die
eliminiert werden konnte, 10" pfu Ad-HBV-Luc war. Dabei wurde das Virus zwischen Tag 15
und Tag 21 eliminiert. Es konnte dieselbe Eliminierungskinetik gezeigt werden, gemessen am
HBeAg-Level im Blut, als auch an der Biolumineszenz in der Leber. Trotz limitierter Anzahl an
Blutentnahmen am selben Tier fur die HBeAg-Bestimmung, schien die Expression des HBcore
Proteins mit der Expression der Luziferase zu korrelieren. Damit eignete sich die
Biolumineszenz-Bildgebung zur Messung der Infektion und machte eine engmaschige und

zuverlassige Detektion der Virus-Eliminierung moglich.

Im Gegensatz dazu konnten alle anderen Infektionsdosen darunter (10° / 10° pfu) und darliber
(108 / 10° pfu) nicht eliminiert werden und persistierten (iber einen Zeitraum von mindestens
60 Tagen (Abb. 17 A, B). Wahrend 10° pfu Ad-HBV-Luc mittels HBeAg-Bestimmung nicht mehr
detektiert werden konnten, war diese Infektionsdosis mithilfe der Biolumineszenz-Bildgebung
noch Uber dem Hintergrundsignal messbar. Fir eine noch sensitivere Biolumineszenz-
Bildgebung erfordert es jedoch eine noch sensitivere als die hier verwendete Click-Beetle-

Green-Luziferase. Die Auftragung der Biolumineszenz in Abhangigkeit der Infektionsdosis an
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Tag 2 nach Infektion zeigte eine positive Korrelation der beiden Parameter, wodurch sich die
Biolumineszenz zur Quantifizierung der viralen Infektion in vivo eignete und auf Blutentnahmen

zur HBeAg-Bestimmung verzichtet werden konnte (Abb. 17 C).
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Abb. 17: Eliminierung des Ad-HBV-Luc in Abhéangigkeit der Infektionsdosis. (A) Quantifizierung der
Biolumineszenz in C57BL/6 Mausen nach Infektion mit den angegebenen Dosen des Ad-HBV-Luc (n=5). (B)
Quantifizierung des HBeAg im Blut nach Infektion wie in (A) zu angegebenen Zeitpunkten (n=5). (C) Korrelation
zwischen Biolumineszenz und Infektionsdosis an Tag 2 nach Infektion mit Ad-HBV-Luc.

Um den Einfluss von Antigenlast auf die Immunantwort zu untersuchen, wurden C57BL/6
Mause mit 107 pfu oder 10® pfu Ad-HBV-Luc infiziert und der Infektionsverlauf mithilfe der
Biolumineszenz verfolgt (Abb. 18 A). Wahrend der chronischen Infektion mit 10® pfu
Ad-HBV-Luc zeigten sich rasch nach Infektion ein basaler Leberschaden, gemessen am
ALT-Level im Blut um die 90 U/l (Abb. 18 B). Wahrend der akut selbst-limitierten Infektion mit
107 pfu Ad-HBV-Luc stiegen die ALT-Werte dagegen wahrend der Eliminierung des Virus auf
135 U/l an Tag 14 an und kehrten danach in den Normalbereich von 40 U/l zurlick. Somit war
der dauerhafte ALT-Anstieg wahrend der chronischen Infektion mit der erhdhten Antigenlast
und wahrend der akut selbst-limitierten Infektion mit dem Zugrundegehen von infizierten

Hepatozyten im Zusammenhang der Viruseliminierung assoziiert.

300+ - 10%pfu Ad-HBV-Luc
- 107 pfu Ad-HBV-Luc
-=- nicht infiziert

Biolumineszenz (p/s)

A b b3 ~
0 20 40 60 0 10 20 30
Tag nach Infektion Tag nach Infektion
Abb. 18: Gegeniiberstellung einer akut selbst-limitierten und chronischen Ad-HBV-Luc Infektion.
(A) Quantifizierung der Biolumineszenz in C57BL/6 Mé&usen nach Infektion mit 107 pfu (rot) oder 108 pfu (blau)
Ad-HBV-Luc (n=5). (B) Leberschaden gemessen anhand von ALT im Blut nach Infektion wie in (A) (n=5).
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4.7 Adaptive Immunantwort gegen Ad-HBV-Luc

Es wurde beschrieben, dass eine HBV Infektion durch das adaptive Immunsystem,
hauptsachlich durch die CD8 T-Zell-Antwort eliminiert wird [46, 168, 169]. Um zu untersuchen,
welche Immunzellen im Ad-HBV-Luc System eine Rolle spielen, wurden C57BL/6 Mause mit
der akut selbst-limitierten Dosis von 10" pfu Ad-HBV-Luc infiziert und jeweils CD8 T-Zellen,
CD4 T-Zellen oder NK1.1 Zellen depletiert (Abb. 19). Der Infektionsverlauf wurde anhand der
Biolumineszenz verfolgt und mit 10" pfu Ad-HBV-Luc infizierten immunkompetenten Mausen
verglichen. Es zeigte sich, dass alle drei untersuchten Zellpopulationen wahrend der
Eliminierung der Ad-HBV-Luc Infektion in der Maus beteiligt waren. Wahrend NK1.1 Zellen im
Rahmen des innaten Immunsystems das Virus inhibieren konnen, so konnen sie ahnlich den
CD4 T-Zellen als Helfer-Zellen dienen, um CD8 T-Zellen zu aktivieren [169-171]. Wahrend ein
Teil der Mause die Ad-HBV-Luc Infektion (107 pfu) ohne die Hilfe von NK1.1 Zellen eliminieren
konnte, war die CD4-T-Zell-Hilfe als auch die CD8 T-Zell-Antwort fir das Ausheilen der
Infektion absolut notwendig. Da jedoch CD8 T-Zellen daflir verantwortlich sind, infizierte
Hepatozyten direkt zu eliminieren, wurde im weiteren Verlauf dieser Arbeit die CD8 T-Zell-

Antwort gegen das HBV naher untersucht.
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Abb. 19: Rolle der CD8 T-Zellen, CD4 T-Zellen und NK1.1 Zellen wahrend Eliminierung einer akut selbst-
limitierten Ad-HBV-Luc Infektion. Quantifizierung der Biolumineszenz in C57BL/6 Mausen nach Infektion mit
107 pfu Ad-HBV-Luc und Depletion von CD8 T-Zellen, CD4 T-Zellen oder NK1.1 Zellen (n=5). Die Depletion erfolgte
mit 30 pg anti-Maus CD8a (Klon 2.43), 300 ug anti-Maus CD4 (Klon GK1.5) oder 300 ug anti-Maus NK1.1 (Klon
PK136).

CD8 T-Zellen sind fir die Eliminierung HBV infizierter Hepatozyten verantwortlich [46, 172].
Um die Infektion auf Einzelzellebene nachzuweisen, wurden C57BL/6 Mause mit der akut
selbst-limitierten (107 pfu) oder chronischen (108 pfu) Dosis des Ad-HBV-Luc infiziert und die
Leber an Tagen 10 und 30 nach Infektion immunhistochemisch auf die Expression des viralen
HBcore Proteins untersucht (Abb. 20). 10 Tage nach Infektion, bevor die adaptive
Immunantwort einsetzt, waren sowohl in den Lebern von akut selbst-limitierten als auch von
chronisch infizierten Madusen HBcore-positive Hepatozyten detektierbar (Abb. 20 A). Wahrend
bei akut selbst-limitiert infizierten Tieren 35 infizierte Hepatozyten pro mm? Leber positiv fir
HBcore Protein waren, waren es bei chronisch infizierten Tieren 215 HBcore-positive

Hepatozyten pro mm? Leber (Abb. 20 B). Durch die mdgliche Mehrfach-Infektion pro Hepatozyt
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mit der héheren Dosis von 10% pfu Ad-HBV-Luc war die Farbung der HBcore-positiven
Hepatozyten deutlich starker als nach einer Infektion mit 10" pfu Ad-HBV-Luc (Abb. 20 A).
Durch die Akkumulation der Gen-Expression und Virus-Persistenz verstarkte sich die Farbung
der HBcore-positiven Hepatozyten nach der chronischen Infektion (102 pfu) nochmals von Tag
10 auf Tag 30. Im Gegensatz dazu wurden an Tag 30 die Virus-infizierten Hepatozyten nach
einer Infektion mit 107 pfu Ad-HBV-Luc eliminiert und die Leberproben waren vergleichbar zu
der nicht infizierten Kontrolle (Abb. 20 A). Dabei sank die Anzahl der infizierten Hepatozyten
nach Eliminierung der akut selbst-limitierten Dosis auf 0 HBcore-positive Hepatozyten pro mm?
Leber, wahrend nach der chronischen Infektion und Akkumulation der Genexpression Uber die
Zeit 316 HBcore-positive Hepatozyten pro mm? Leber detektierbar waren (Abb. 20 B). Diese
Analyse auf Einzelzellebene spiegelt die Ergebnisse der sensitiveren, aber pro Organ

gemessenen Biolumineszenz wider (Abb. 18 A).
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Abb. 20: Immunhistochemische Analyse der Leber nach einer akut selbst-limitierten vs. chronischen Ad-
HBV-Luc Infektion. (A) Immunhistochemische Analyse der HBcore Protein Expression in der Leber an Tag 10 und
30 nach Infektion mit 107 pfu oder 108 pfu Ad-HBV-Luc. (B) Quantifizierung der HBcore-positiven Hepatozyten aus
(A) (n=3).

Es konnte gezeigt werden, dass nach einer Infektion mit 10’ pfu Ad-HBV-Luc das Virus
eliminiert werden konnte, wahrend es nach Infektion mit der hoheren Dosis von 108 pfu
persistierte. Dabei stellte sich die Frage, ob die persistente Infektion auf einen erschopften

CD8 T-Zell-Zustand zurlckgeflihrt werden kann und ob Gberhaupt eine anti-virale CD8 T-Zell-

Antwort gebildet werden konnte. Um die anti-virale CD8 T-Zell-Antwort zu quantifizieren,
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wurden C57BL/6 M&use mit jeweils 107 pfu oder 102 pfu Ad-HBV-Luc infiziert und die Antigen-
spezifischen Cor93 T-Zellen, CD8 T-Zellen die das HBcore Protein assoziierte Peptid
HBcore93-100 (MGLKFRAQL) auf infizierten Hepatozyten erkennen, durchflusszytometrisch
quantifiziert (Abb. 21 A). Dabei expandierten die Cor93 T-Zellen wahrend der akut selbst-
limitierten Infektion (107 pfu) von Tag 10 auf Tag 15 auf bis zu 20.000 Cor93 T-Zellen pro
Leber, Ubereinstimmend mit dem Zeitpunkt, an dem die Viruseliminierung beginnt (Abb. 18).
Nachdem das Virus (107 pfu Ad-HBV-Luc) erfolgreich eliminiert wurde, kontrahierten die Cor93
T-Zellen wieder und zeigten somit eine typische Kinetik einer akut selbst-limitierten Infektion.
Im Gegensatz dazu waren nach einer chronischen Ad-HBV-Luc Infektion (10® pfu) die meisten
Cor93 T-Zellen, mit 3.000 Cor93 T-Zellen pro Leber, an Tag 10 detektierbar (Abb. 21 A). Trotz
frih expandierter Antigen-spezifischer Cor93 T-Zellen, konnte die Infektion mit 10® pfu
Ad-HBV-Luc nicht eliminiert werden (Abb. 18) und die Cor93 T-Zellen kontrahierten teilweise
wieder an Tag 15 und 30 (Abb. 21 A).

4.8 Einfluss der Antigenmenge auf die HBV-spezifische CD8 T-Zell-Antwort

Um zu charakterisieren, warum die friih expandierten Antigen-spezifischen CD8 T-Zellen das
Ad-HBV-Luc (108 pfu) trotz erfolgreicher Aktivierung nicht eliminieren konnten, wurden die
Cor93  T-Zellen  phanotypisch  untersucht (Abb.21 B-D). Dabei zeigte die
durchflusszytometrische Analyse der Leber-assoziierten Lymphozyten nach Infektion mit der
chronischen Dosis des Ad-HBV-Luc (108 pfu), dass die Cor93 T-Zellen zwar friih nach Infektion
an Tag 10 einen leicht zytotoxischen Phanotyp aufwiesen, gemessen an der Granzym B
Expression, die Cor93 T-Zellen jedoch auch die Marker PD-I, TIGIT (T-Zell-Immunrezeptor mit
Ig und ITIM Doméanen) und TOX exprimierten (Abb. 21 B). TIGIT, exprimiert auf CD8 T-Zellen,
kann durch Interaktion mit dem Liganden CD155 die Ko-Stimulation via CD226 auf den
CD8 T-Zellen verhindern und somit ihre Aktivierung negativ regulieren [173, 174]. TOX stellt
einen Transkriptionsfaktor dar, der unter anderem die Expression von PD-| reguliert [53].
Wahrend akuter viraler Infektionen wird TOX transient exprimiert [51]. Wahrend chronischer
viraler Infektionen wie mit LCMV und HCV wurde TOX hingegen beschrieben, fir die
Entwicklung und Erhaltung der erschopften T-Zell-Population erforderlich zu sein [51]. Da die
Expression von PD-I, TIGIT und TOX im weiteren Verlauf der Infektion (Tag 15 und Tag 30)
weiter anstieg, zeigten die Cor93 T-Zellen wahrend der chronischen Infektion (10® pfu) einen
zunehmend erschopften Phanotyp auf (Abb. 21 C, D). Im Gegensatz dazu exprimierten Cor93
T-Zellen, isoliert aus den Lebern von akut selbst-limitiert infizierten Mausen (107 pfu) zum Teil
zum frlhen Zeitpunkt (Tag 10) und hauptsachlich zum Zeitpunkt der Viruseliminierung
(Tag 15) PD-I, TIGIT und TOX und deuteten damit auf die Aktivierung der Cor93 T-Zellen hin
(Abb. 21 B). An Tag 15 exprimierten Cor93 T-Zellen aus akut selbst-limitiert infizierten Mausen

KLRG1 und Granzym B signifikant mehr als in chronisch infizierten Mausen und zeigten
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dadurch einen zytotoxischen CD8 T-Zell-Phanotyp (Abb. 21 C), der mit dem Zeitpunkt der

Viruseliminierung korrelierte (Abb. 18).
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Abb. 21: Quantifizierung und Phanotypisierung der Antigen-spezifischen CD8 T-Zell-Antwort gegen eine
Ad-HBV-Luc Infektion. (A) Durchflusszytometrische absolute Quantifizierung der Cor93 T-Zellen pro Leber an Tag
10, 15 und 30 nach Infektion mit 107 pfu (rot) oder 108 pfu (blau) Ad-HBV-Luc (n=5). Es sind beispielhafte Plots fiir
Ko-Expression von CD8 und Cor93 T-Zell-Rezeptor auf lebenden CD8 T-Zellen gezeigt. (B-D) Phanotypische
Analyse der Cor93 T-Zellen aus (A) an Tag 10 (B), Tag 15 (C) und Tag 30 (D) nach Infektion.
(B-D) Durchflusszytometrische Analyse und Quantifizierung von lebenden Cor93 CD8 T-Zellen auf Expression von
PD-I, TIGIT, KLRG1 bzw. von lebenden CD8 T-Zellen auf Expression von Granzym B (GrzB), Tcf-1 und TOX (n=5).
Jedes Histogramm zeigt ein reprasentatives Ergebnis. Als Negativ-Kontrolle dient eine ungefarbte Probe des
jeweiligen Markers (grau).

Nach Reduktion der Viruslast und T-Zell-Kontraktion nach einer akut selbst-limitierten Ad-
HBV-Luc Infektion (107 pfu) regulierten die CD8 T-Zellen PD-I, TIGIT, KLRG1, Granzym B und
TOX wieder herunter (Abb. 21 D). Cor93 T-Zellen bzw. Leber-assoziierte CD8 T-Zellen nach
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einer chronischen Ad-HBV-Luc Infektion (10® pfu) exprimierten hingegen weiterhin die
Erschépfungsmarker PD-I, TIGIT und TOX zum spaten Zeitpunkt (Tag 30) (Abb. 21 D). Des
Weiteren regulierten CD8 T-Zellen wéhrend einer chronischen Ad-HBV-Luc Infektion (10® pfu)
zunehmend den Transkriptionsfaktor Tcf-1 runter, dessen Abnahme mit einer geringen
Plastizitat aussoziiert ist [175] (Abb. 21 B-D, Abb. 22 A). Interessanterweise exprimierten
Leber-assoziierte CD8 T-Zellen zum frihen Zeitpunkt (Tag 10) der chronischen Ad-HBV-Luc
Infektion (10® pfu) mehr Granzym B als wéhrend der akut selbst-limitierten Ad-HBV-Luc
Infektion (107 pfu) und deuteten damit auf eine frilhzeitige T-Zell-Aktivierung hin, die jedoch

nicht ausreichte, um das Virus zu eliminieren (Abb. 21 B).

Im Vergleich der Leber-assoziierten CD8 T-Zellantwort wahrend einer akut selbst-limitierten
und einer chronischen Ad-HBV-Luc Infektion (107 pfu vs. 108 pfu) ergaben sich 5 verschiedene
Zell-Populationen, die durch Expression der beiden Transkriptionsfaktoren Tcf-1 und TOX
bestimmt wurden (Abb. 22 A). Die Populationen konnten zusammengefasst werden als: (P1)
Tcf-1" TOXY, (P2) Tcf-1" TOXM, (P3) Tcf-14™ TOX"Y, (P4) Tcf-19™ TOX™ und (P5) Tcf-1"9
TOX" (Abb. 22 A). Die (P1) wurde in der Literatur als Ausgangspopulation beschrieben, die
den hochsten Grad an Plastizitat aufweist, aus der sich Effektorzellen, Gedachtniszellen und
erschopfte Zellen entwickeln kénnen [176]. So war die (P1) negativ fur die Marker PD-I und
Granzym B (Abb. 22 B). (P3) weist aufgrund der Expression von Granzym B, aber der
fehlenden PD-I Expression, einen Effektor-ahnlichen [177, 178] bzw. Gedachtnis-ahnlichen
[176, 178] Phanotyp auf, wahrend (P4) durch Expression von PD-lI und Granzym B als
terminale Effektorzellen fungieren [178] (Abb. 22 B). Terminal erschopfte T-Zellen (P5) bildetet
sich an Tag 30 nach chronischer Ad-HBV-Luc Infektion aus (10® pfu) und zeichneten sich
durch Fehlen des Transkriptionsfaktors Tcf-1, aber Expression von PD-I, Granzym B und TOX
aus [41, 179, 180] (Abb.22 B). Die (P2) konnte durch gleichzeitige Expression von
TCF-1"TOX" und PD-I als eine Stammzell-dhnliche Population dienen, aus der sich der
erschopfe Pool an T-Zellen wahrend der chronischen Infektion erneuert [52, 176, 181, 182]
(Abb. 22 B).
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Abb. 22: Korrelation der Transkriptionsfaktoren Tcf-1 und TOX und der Expression von PD-l und
Granzym B. (A) Durchflusszytometrische Analyse der Ko-Expression von Tcf-1 und TOX in lebenden Leber-
assoziierten CD8 T-Zellen an Tag 10, 15 und 30 nach Infektion mit 107 pfu (rot) oder 108 pfu (blau) Ad-HBV-Luc
bzw. in nicht infizierten (schwarz) C57BI5/J Mausen. Es sind bespielhafte Plots von n=5 gezeigt.
(B) Durchflusszytometrische Analyse der Ko-Expression von PD-lI und Granzym B in Tcf-1 und TOX
exprimierenden Leber-assoziierten CD8 T-Zellen, unterteilt in Population 1-5, beispielhaft an Tag 30 nach Infektion
mit 108 pfu Ad-HBV-Luc.

Bisher konnte gezeigt werden, dass die Antigen-spezifischen CD8 T-Zellen wahrend einer
chronischen Ad-HBV-Luc Infektion (10® pfu) im Vergleich zu einer akut selbst-limitierten
Infektion (107 pfu Ad-HBV-Luc) schwécher expandieren, eine veranderte Expansionskinetik
aufweisen und sich durch einen erschopften CD8 T-Zell-Phanotyp charakterisieren lassen
(Abb. 21 A-D, Abb. 22 A-B). Die Funktionalitat bzw. Zytotoxizitat dieser Antigen-spezifischen
CD8 T-Zellen wurde jedoch noch nicht untersucht, um eine endgultige Aussage dariber treffen
zu kénnen, ob die chronische Ad-HBV-Luc Infektion nicht eliminiert werden kann, weil die
Antigen-spezifischen CD8 T-Zellen nicht funktionell sind. Um die Funktionalitat der Antigen-
spezifischen CD8 T-Zellen zu untersuchen, wurden C57BL/6 Mause mit 107 pfu bzw. 108 pfu
Ad-HBV-Luc infiziert und an Tag 15 nach Infektion, wenn die Immunantwort gegen die akut
selbst-limitierte Infektion einsetzt (Abb. 21), die Leber-assoziierten CD8 T-Zellen isoliert und
ex vivo funktionell untersucht. Hierfur wurden die Leber-assoziierten CD8 T-Zellen mit
Ad-HBV1.3 infizierten primaren murinen Hepatozyten, ebenfalls aus C57BL/6 Mausen,

ko-kultiviert und die Zytotoxozitat indirekt anhand der Hepatozyten-Lyse mithilfe des
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Impedanz-basierten xCELLigence Real-Time Cell Analysis (RTCA) Systems, ACEA
Biosciences, Inc. bestimmt (Abb. 23). Zwar wurden alle Leber-assoziierten CD8 T-Zellen nach
der Infektion isoliert und funktionell untersucht, und nicht nur Antigen-spezifische T-Zellen, so
wurde jedoch eine Luziferase-gerichtete Immunantwort ausgeschlossen indem die primaren
murinen Hepatozyten mit Ad-HBV1.3 infiziert wurden, das keine Luziferase kodiert. Dadurch
kann davon ausgegangen werden, dass bei diesem Assay eine HBV-spezifische CD8 T-Zell-
Zytotoxizitat bestimmt wurde, auch wenn diese nicht ausschlieRlich gegen das HBcore Protein
(HBcore93-100) gerichtet war. Einhergehend mit der vorherigen Charakterisierung der
Antigen-spezifischen CD8 T-Zellen zeigte sich, dass CD8 T-Zellen, isoliert aus der Leber nach
einer akut selbst-limitierten Ad-HBV-Luc Infektion (107 pfu), erfolgreich Ad-HBV1.3 infizierte
primare Hepatozyten ex vivo eliminieren konnten. Somit wurden 80 % der Hepatozyten durch
CD8 T-Zellen, isoliert nach einer akut selbst-limitierten Infektion (10’ pfu Ad-HBV-Luc),
eliminiert im Vergleich zur nicht infizierten Hepatozyten-Kontrolle (Abb. 23). Im Gegensatz
dazu konnten jedoch nur 30 % der Hepatozyten durch CD8 T-Zellen eliminiert werden, die
nach einer chronischen Infektion (108 pfu Ad-HBV-Luc) isoliert wurden.

Damit zeigte sich, dass die Infektion mit 102 pfu Ad-HBV-Luc durch ihre hohe Antigenlast einen
erschopften und nicht funktionellen CD8 T-Zell-Zustand generierte, wodurch das Virus nicht

eliminiert werden konnte und persistierte.

Abb. 23: Zytotoxizitat von Leber-
- assoziierten CD8 T-Zellen nach einer
Ad-HBV-Luc Infektion.
Zytotoxizitdtsassay von primaren murinen
Hepatozyten und CD8 T-Zellen, isoliert aus
den Lebern von 107 pfu (rot) oder 108 pfu
- nichtinfiziert; "akut' CD8 T-Zellen ~ (blau) Ad-HBV-Luc infizierten C57BL/6
- nicht infiziert, "chronisch” CD8 T-Zellen NM3usen. Die Hepatozyten wurden aus
~ Ad-HBV1.3; "chronisch” CD8 T-Zellen  ginor nicht infizierten Leber einer C57BL/6
-~ Ad-HBV1.3; "akut' CD8 T-Zellen oo - Al
— 1 Maus isoliert, kultiviert und mit einer
o 1 2 3 4 5 6 7 8 MOI=5 Ad-HBV1.3 infiziert. 2 Tage nach
Zett (h) Infektion wurden die primaren murinen
Hepatozyten mit CD8 T-Zellen ko- kultiviert, die an Tag 15 nach Infektion mit Ad-HBV-Luc isoliert wurden (Verhaltnis
1:50). Die CD8 T-Zell-Zytotoxizitat wurde mittels xCELLigence Real-Time Cell Analysis (RTCA) Systems, ACEA
Biosciences, Inc. indirekt verfolgt.
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5. Diskussion

Chronische Hepatitis B stellt nach Angaben der Weltgesundheitsorganisation [1] ein globales
Gesundheitsproblem dar, da von den weltweit 257 Mio. chronischen Erkrankungen nur 1 %
mit konventioneller anti-viraler Therapie, wie Nukleos(t)idanaloga und (pegyliertem) IFNa,
geheilt werden kdnnen [95, 96]. Der Grund fur die geringe Heilungsfrequenz ist dem Umstand
geschuldet, dass durch die konventionelle Therapie die HBV-Replikation lediglich gehemmt
wird, aber die virale cccDNA, das Templat fur die virale DNA-Replikation und RNA-Synthese,
in infizierten Hepatozyten weiter persistieren kann [97-99]. Um neue Behandlungsstrategien
zu entwickeln, die auch die cccDNA bzw. die sie enthaltende infizierte Hepatozyten
eliminieren, ist es jedoch notwendig, Mechanismen der viralen Persistenz vollstandig zu
verstehen. Bisher ist nicht vollstandig bekannt, warum wahrend einer chronischen Hepatitis
CD8 T-Zellen, die die Infektion eliminieren sollen, ausgeschaltet werden.

Zur Untersuchung der viralen Infektion der Leber und der anti-viralen CD8 T-Zell-Antwort
wurden im Rahmen dieser Arbeit mehrere rekombinante replikationsdefiziente Adenoviren des
Serotyp 5 generiert, die intravends verabreicht im murinen System hauptséachlich die Leber
infizieren [160, 164]. Mithilfe der hier etablierten Modelsysteme konnten verschiedene
Mechanismen identifiziert werden, die zur viralen Persistenz in der Leber fihren kénnen. Zum
einen kann eine Hepatozyten-spezifische Antigenexpression und die damit verbundene
fehlende Aktivierung durch CD11c-positive DCs zu einer verzégerten oder ausbleibenden
CD8 T-Zell-Antwort fuhren. Zum anderen ist die Menge des viralen Antigens fur eine
Effektorfunktion entscheidend. Wahrend Hepatozyten durch schwache Antigenexpression
einer CD8 T-Zell-Effektorfunktion direkt entkommen kénnen, kann eine hohe Antigenlast in der
Zirkulation und in der Leber eine dysfunktionale CD8 T-Zell-Antwort durch erschopfte

Effektorzellen auslosen, die mit chronischer Infektion verbunden ist.

5.1 Hepatozyten-spezifische Antigenexpression fiihrt zur viralen Persistenz in der Leber

In der Leber wird die Balance zwischen Toleranz und Immunitat streng reguliert [9, 183, 184].
Fir eine effektive anti-virale CD8 T-Zell-Antwort gegen Hepatozyten-spezifisch exprimierte
Antigene ist auf der einen Seite eine Aktivierung durch direkte Antigenprasentation auf
Hepatozyten sowie auf der anderen Seite eine Kreuz-Prasentation von viralem Antigen durch
myeloide DCs erforderlich [25, 185]. Dabei kann die T-Zell-Aktivierung Uber Kreuz-
Prasentation in Abhangigkeit der sekretierten Antigen-Menge sowie der zeitlichen Verteilung
des Antigens beeinflusst werden. Um die Auswirkungen einer viralen Leberinfektion mit
schwacher Antigenexpression zu untersuchen, wurden zwei identische Adenoviren kloniert,
die in aquimolaren Mengen das Antigen Ovalbumin sowie die Reporter-Proteine eGFP und

Luziferase jeweils unter dem ubiquitaren CMV-Promoter (Ad-CMV-GOL) oder dem
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Hepatozyten-spezifischen TTR-Promoter (Ad-TTR-GOL) exprimieren. Stabenow et al.
konnten bereits zeigen, dass eine Infektion mit Ad-CMV-GOL zur Infektion der Leber fihrt.
Daruber hinaus zeigten sie, dass durch die im Virus-kodierte Luziferase die virale Infektion als
auch indirekt die CD8 T-Zell-Effektorfunktion sich langfristig, engmaschig und sensitiv in vivo
mithilfe der Biolumineszenz-Bildgebung verfolgen lassen [186]. Wahrend nach einer
Ad-CMV-GOL Infektion die Antigene sowohl in der Leber als auch in der Milz exprimiert
werden konnen, kénnen die Antigene nach einer Ad-TTR-GOL Infektion aufgrund der
Promoter-Spezifitat ausschliellich in der Leber, in den Hepatozyten, produziert werden.

Eine ubiquitare Ovalbumin-Expression nach einer Ad-CMV-GOL (10° — 10® pfu) Infektion
fihrte zu einer Eliminierung des Virus, mit Ausnahme der hdchsten Infektionsdosis von
10° pfu, die aufgrund der hohen Antigenlast mit einem antigen-unspezifischen Leberschaden
und erschopften Antigen-spezifischen T-Zellen verbunden war (nicht veréffentlichte Daten). Im
Gegensatz dazu war der Krankheitsverlauf nach einer Infektion mit Ad-TTR-GOL unabhangig
von der verabreichten Infektionsdosis (10° — 10° pfu) zwangslaufig chronisch. Zwar fiihrte die
Kontrolle unter dem TTR-Promoter im Vergleich zum CMV-Promoter zu einer 100-fach
schwacheren Antigenexpression, dennoch konnte auch die héchste Dosis von 10° pfu
Ad-TTR-GOL, welche gleich viel Antigen wie 107 pfu Ad-CMV-GOL produzierte, nicht eliminiert
werden. Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, dass zusatzlich zur Menge der Leber-
spezifischen Antigenexpression, die Verteilung des Antigens in der Zirkulation bzw. die
Infektion der lymphoiden Organe eine wichtige Rolle bei der Aktivierung der anti-viralen

Immunitat eine Rolle spielen kbénnen.

5.2 Chronische Ad-TTR-GOL Infektion ist mit einer eingeschrankten Aktivierung der
Antigen-spezifischen CD8 T-Zell-Antwort verbunden

Meist werden nach Infektionen naive CD8 T-Zellen durch APCs in Lymphknoten und
lymphoiden Organen wie der Milz aktiviert, wo sie zunachst expandieren bevor sie zum Ort
der Infektion migrieren [187]. Bei viralen Leberinfektionen, bei denen die Antigene nur in
Hepatozyten exprimiert werden kénnen, wurde berichtet, dass eine Antigenprasentation durch
Hepatozyten an naive CD8 T-Zellen zu klonaler Anergie und Deletion flihren [30, 188-191].
Dies kdnnte ein Mechanismus sein, der zur viralen Persistenz beitragt. CD8 T-Zellen kénnen
jedoch auch in der Leber aktiviert werden [28, 152]. Eine Studie von Murata et al. ergab, dass
fur die Expansion funktionaler zytotoxischer anti-viraler CD8 T-Zellen in der Leber, unabhangig
von den lymphoiden Organen, eine Prasentation der Antigene auf infizierten Hepatozyten und
Kreuz-Prasentation auf intrahepatischen myeloiden DCs notwendig sind [25]. Dies schlief3t
jedoch ein, dass die DCs unter inflammatorischen Bedingungen zunachst reifen mussen, um
CD8 T-Zellen aktivieren zu kénnen [37]. Murata et al. konnten zeigen, dass die Prasentation

des Antigens auf Hepatozyten fir die vollstdndige Aktivierung von HBV-spezifischen
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CD8 T-Zellen sogar unerlasslich ist. Im Gegensatz dazu, konnte im Rahmen dieser Arbeit
gezeigt werden, dass CD11c-postive DCs, isoliert aus der Milz nach einer Ad-TTR-GOL
Infektion, keine naiven transgenen Ovalbumin-spezifischen CD8 T-Zellen (CD45.1 OT-
T-Zellen) aktivieren konnten. Wahrend die CD45.1 OT-I T-Zellen nach Aktivierung mit
CD11c-postiven DCs, isoliert aus der Milz nach einer Ad-CMV-GOL Infektion, expandierten
und CD25 sowie CD44 exprimierten, blieb eine Aktivierung nach einer Ad-TTR-GOL Infektion
aus. Die Studie von Murata et al. basiert allerdings auf akuten und chronischen HBV Modellen,
bei dem zwei verschiedene Modelle verglichen wurden. Bei akuter Infektion wurde das HBV1.3
Plasmid hydrodynamisch injiziert und bei chronischer Infektion wurden HBV-transgene Mause
verwendet [25, 137, 153]. Da bei der hydrodynamischen Injektion das Lebergewebe
geschadigt wird und in HBV-transgenen Mausen eine hohere Antigenlast vorliegt, ist unklar,
welche Rolle die Kreuz-Prasentation durch DCs sowohl in der Leber als auch in lymphoiden
Organen wahrend einer Infektion ohne Leberschaden tatsachlich spielt [137, 154-156].
Daruber hinaus transferierten Murata et al. eine nicht physiologische Anzahl an transgenen
HBV-spezifischen CD8 T-Zellen (2x10° Cor93 T-Zellen), deren Aktivierung und Zytotoxizitat
untersucht wurden. Dabei kdnnte das Verhaltnis zwischen APCs und naiven CD8 T-Zellen fir
die Aktivierung entscheidend sein [25]. In der hier untersuchten Ad-TTR-GOL Infektion wurden
lediglich 100 Antigen-spezifische CD8 T-Zellen (CD45.1 OT-I T-Zellen) adoptiv transferiert.
Die hier verwendete Anzahl an naiven Vorlaufer-Zellen ist ahnlich dem natirlich
vorkommenden Pool in der Maus, bei dem 15 bis 1220 naive CD8 T-Zell-Vorlaufer fir eine
Spezifitat existieren [192, 193].

Zusammenfassend verursachte die Ad-TTR-GOL Infektion durch Hepatozyten-spezifische
Expression der Antigene und der dadurch resultierend fehlenden Aktivierung durch
CD11c-positive DCs in der Milz eine schwache Expansion der Antigen-spezifischen
CD8 T-Zellen. Obwohl Virus-kodiertes Ovalbumin I6slich ist und sekretiert wird, schien eine
Kreuz-Prasentation des assoziierten Peptids (Ova257-264) nicht effizient genug zu sein, um
Ovalbumin-spezifische CD8 T-Zellen zu aktivieren, da l6sliches endogenes Antigen ohne
Inflammation nicht zu einer Reifung von DCs flhrt [194, 195]. Im Ad-TTR-GOL System kénnen
die DCs zwar durch das Adenovirus infiziert werden, was mit inflammatorischen Stimuli
verbunden ist, flr eine Kreuz-Aktivierung von CD8 T-Zellen muss das virale Antigen jedoch
zusatzlich von DCs kreuz-prasentiert werden [196]. Da nach einer Ad-TTR-GOL Infektion das
Ovalbumin nur in Hepatozyten exprimiert werden kann, muss es zeitnah in ausreichenden
Mengen produziert und sekretiert werden, sodass es von den infizierten DCs aufgenommen
werden kann, um kreuz-prasentiert zu werden. Lymphoide DCs verfugen jedoch Uber eine
kurze Lebensdauer [197], weshalb die Wahrscheinlichkeit sehr gering ist, dass eine

Adenovirus-infizierte und gereifte DC gleichzeitig 16sliches Ovalbumin kreuzprasentiert.
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Wahrend nicht gereifte DCs T-Zell Deletion, Suppression oder Anergie auslosen, kdnnen
LSECs unter nicht inflammatorischen Bedingungen T-Gedachtniszellen generieren, die der
Deletion entgehen [38, 198-200]. Diese durch LSECs generierten T-Gedachtniszellen, welche
durch die Expression von CD44 und CD62L gekennzeichnet sind, kdnnen nach einem
erneuten Antigenkontakt auf gereiffen DCs unter inflammatorischen Bedingungen zu
zytotoxischen CD8 T-Zellen differenzieren [38]. Zusatzlich ist bekannt, dass LSECs durch
Kreuz-Prasentation das Uberleben der anti-viralen CD8 T-Zellen unterstiitzen kdnnen [197].
In der Tat exprimierten anti-virale CD8 T-Zellen in der Milz nach einer Ad-TTR-GOL Infektion
ebenfalls CD44 und CD62L, im Gegensatz zu einer Ad-CMV-GOL Infektion, was auf eine
Aktivierung der CD8 T-Zellen in der Leber durch LSECs deutet [38]. Damit konnten nach einer
Ad-TTR-GOL Infektion, trotz Hepatozyten-spezifischer Antigenexpression und Virus-
Persistenz, anti-virale CD8 T-Zellen generiert werden, wenn auch in geringerem Ausmalf als
nach einer akut selbst-limitierten Ad-CMV-GOL Infektion.

5.3 Ad-TTR-GOL infizierte Hepatozyten entkommen einer CD8 T-Zell-Effektorfunktion

durch geringe Antigenprasentation auf MHC-I Molekiilen

Es wurde beschrieben, dass die Menge an prasentiertem viralem Antigen auf Hepatozyten die
CD8 T-Zell-Effektorfunktion beeinflussen kann [201]. So kann zum Beispiel eine hohe
Antigenprasentation eine nicht zytolytische Effektorfunktion durch Sekretion von TNF und IFNy
durch CD8 T-Zellen steuern, wahrend eine geringe Antigenprasentation zur Degranulation der
CD8 T-Zellen fiihren kann [45, 201]. Es wurde jedoch auch beschrieben, dass die raumliche
Verteilung von Peptid-MHC-Komplexen die Bindung mit den T-Zell-Rezeptoren und somit
Aktivierung der CD8 T-Zellen bestimmt [202]. Eine raumlich seltene Prasentation der Antigene
innerhalb eines T-Zell-Rezeptor-Clusters kann zum Ausbleiben der T-Zell-Antwort flhren
[202]. Damit kann die Menge bzw. Verteilung des prasentierten Antigens auf MHC-I Molekilen
sowohl die Qualitéat der CD8 T-Zell-Effektorfunktion sowie die Anfalligkeit der infizierten Zellen
gegenuber ihrer Eliminierung bestimmen [203]. Es fehlen geeignete Methoden, um die
Prasentation vom Ovalbumin-assoziierten Peptid (Ova257-264, SIINFEKL) auf C57BL/6-
spezifischen MHC-I H2-Kb Molekilen auf Hepatozyten direkt zu messen bzw. zu
quantifizieren. Immunhistologische Farbung der Leber auf viral exprimiertes eGFP, das
aquimolar zu Ovalbumin exprimiert wird, zeigte jedoch eine sehr schwache bis nicht
detektierbare Expression unter dem TTR-Promoter. Eine schwache virale Antigenexpression
fuhrt zwangslaufig zur geringen Peptidprasentation auf der Oberflache der infizierten Zellen
[204]. In der Tat konnten Ad-TTR-GOL infizierte Hepatozyten weder (1)wahrend einer
Ko-Infektion mit den Viren Ad-TTR-GOL und Ad-CMV-GIRO, bei der Ovalbumin-spezifische
CD8 T-Zellen zu Effektorzellen aktiviert werden, noch (2) nach einem adoptiven Transfer von

in vitro generierten Ovalbumin-spezifischen zytotoxischen CD8 T-Zellen eliminiert werden.
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Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, dass nicht nur die spat aktivierten bzw. ausgeschalteten
OT-1 T-Zellen fur die chronische Infektion der Leber verantwortlich waren, sondern auch die
Zielzellen selbst. Die infizierten Hepatozyten schienen, nicht von den Antigen-spezifischen
CD8 T-Zellen erkannt zu werden. So konnten in vitro Ad-TTR-GOL-infizierte Hepatozyten
wahrend einer Ko-Kultur mit aktivierten OT-l T-Zellen einer Effektorfunktion entgehen,
wahrend Ad-TTR-GOL infizierte Hepatozyten, nach zusatzlicher Peptid-Beladung von den
OT-l T-Zellen erkannt und lysiert wurden. Damit entkamen die Ad-TTR-GOL infizierten
Hepatozyten einer CD8 T-Zell-Effektorfunktion durch schwache Antigenprasentation. In
Zusammenhang mit Infektionen wurde dieser Mechanismus noch nicht beschrieben und stellt

eine neue Form zur Induktion der viralen Persistenz dar.

5.4 Einfluss der geringen Antigenlast auf den Verlauf einer Ad-HBV-Luc Infektion

Nach Analyse des Ad-CMV-GOL/Ad-TTR-GOL Systems im Zusammenhang mit der viralen
Persistenz in der Leber wurde ein weiterfuhrendes klinisch relevantes Modelsystem generiert,
das eine humane HBV Infektion reflektieren soll. Hierflr wurde ein rekombinantes Adenovirus
generiert, welches fiir das HBV1.3 Uberlangengenom kodiert und um eine Luziferase-
Sequenz erweitert wurde (Ad-HBV-Luc) [160, 163]. Unter Verwendung des gleichen Virus,
aber unterschiedlichen Infektionsdosen, konnte gezeigt werden, dass Infektionen mit hoher
und niedriger Dosis des Ad-HBV-Luc persistieren, wahrend eine moderate Infektionsdosis zur
funktionalen anti-viralen CD8 T-Zell-Antwort und Viruseliminierung fhrt.

Eine geringe Antigenlast konnte mit der Persistenz von HBV Infektionen in Verbindung
gebracht werden [205]. Diese Ergebnisse konnten in immunkompetenten Mausen mit
unterschiedlichen HBV Genotypen gemacht werden, die aufgrund der unterschiedlichen
Peptid-MHC-I-Bindung zu variierenden Antigenprasentation bzw. T-Zell-Rezeptor-Bindung
fuhrten [205]. Auch in Patienten kann das HBV mit niedriger viraler Last persistieren [206].
Dabei ist die erschopfte CD8 T-Zell-Antwort nicht nur in Abhangigkeit der viralen Menge,
sondern auch in Abhangigkeit der unterschiedlich oft vorkommenden Antigen-Spezifitaten
beeinflusst [206, 207]. So konnten zum Beispiel HBeAg-spezifische CD8 T-Zellen in Patienten
mit chronischer Hepatitis B nur sporadisch detektiert werden und kdnnten somit zu
eingeschrankter HBV-spezifischer T-Zell-Antwort beitragen [206]. In dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass niedrige Infektionsdosen von Ad-HBV-Luc (10° / 10° pfu) zu einer
abwesenden Immunitat und viralen Persistenz fuhren. Diese Ergebnisse waren ahnlich zu
denen nach einer Ad-TTR-GOL Infektion, die mit schwacher Antigenexpression, langsamen
Antigenverteilung und Kreuz-Aktivierung sowie ineffizienten Aktivierung der CD8 T-Zellen
assoziiert war. Vermutlich kann die virale Persistenz hierbei auf eine mangelnde Aktivierung
der Antigen-spezifischen CD8 T-Zellen zurtickgeflhrt werden. Auch wenn es fir Ad-HBV-Luc

formal nicht gezeigt wurde, so zeigte sich im Ad-TTR-GOL System, dass niedrigere
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Infektionsdosen zu geringeren Zahlen an aktivierten Ovalbumin-spezifischen CD8 T-Zellen
fuhrten. In diesem Zusammenhang zeigte sich auch nach Infektion mit dem Ad-CMV-GOL,
dass mit abnehmender Virusdosis, sich die Inkubationszeit verlangerte. Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass es eine minimale Menge an Antigen gibt, welche fur eine effiziente
Aktivierung von CD8 T-Zellen nétig ist. Dabei spielt die Antigenmenge nicht nur fur die
Expansion, sondern auch fir den Phanotyp von CD8 T-Zellen eine entscheidende Rolle.

Bei nicht rechtzeitiger Eliminierung der Infektion kann eine andauernde geringe Antigenlast
ohne Ko-Stimulation negative Effekte auf die Funktion von Antigen-spezifischen CD8 T-Zellen
nehmen [208]. Fehlende Ko-Stimulation der CD8 T-Zellen wie beispielsweise Uber CD28 oder
OX40 fuhrt zu einer mangelnden Induktion des Transkriptionsfaktor AP1 (engl. activator
protein 1) und dem Ausbleiben der Dimerbildung der beiden Transkriptionsfaktoren AP1 und
NFAT1 (engl. nuclear factor of activated T cells 1) [208, 209]. Es konnte gezeigt werden, dass
eine schwache und andauernde Stimulation des T-Zell-Rezeptors, ohne Aktivierung des AP1,
zur Aktivierung von NFAT1 flhrt, welcher als Monomer zur Expression der inhibitorischen
Molekile PD-I, Tim-3 und LAG-3 fuhrt [208]. Auch hier zeigte sich nach einer andauernden
geringen Antigenlast nach einer Ad-TTR-GOL Infektion ein erschépfter CD8 T-Zell-Phanotyp,
der von Expression von PD-I, LAG3, Tim-3, und CTLA-4 gepragt war.

5.5 Hohe Antigenlast fiihrt wahrend einer Ad-HBV-Luc Infektion zu
CD8 T-Zellerschopfung

Eine zu hohe Antigenlast wahrend viraler Leberinfektionen fuhrt ebenfalls haufig zur
Etablierung einer Persistenz [50, 55, 210, 211]. Hierbei scheint, die exzessive Stimulation des
T-Zell-Rezeptors durch haufig vorkommende Epitope zum erschopften Phanotyp und
eingeschrankter Funktionalitat von Antigen-spezifischen CD8 T-Zellen zu flhren [59, 206, 211,
212]. Dabei kdénnte dieser Mechanismus helfen, vor einer starken Organschadigung und einer
Immunpathologie zu schitzen. Interessanterweise konnte im LCMV-Model gezeigt werden,
dass Antigen-spezifische CD8 T-Zellen, die nur eine Woche der persistenten hohen
Antigenstimulation ausgesetzt waren, nach Antigenentzug zu funktionalen CD8 T-
Gedachtniszellen differenzieren konnten [60, 61]. Im Gegensatz dazu konnte der funktionelle
Phanotyp der CD8 T-Zellen, die langfristig einer hohen Antigenmenge ausgesetzt waren, nicht
reversiert werden [60, 61]. Damit ist nicht nur die Antigenmenmenge, sondern auch die
Expositionsdauer ein wichtiger Faktor der T-Zell-Erschdpfung.

Auch wahrend einer HBV Infektion fuhrt eine hohe Antigenlast zum Abschalten der anti-viralen
CD8 T-Zell-Antwort und kann zur viralen Persistenz fuhren [62, 84, 85, 213]. Wahrend einer
HBV Infektion kann die Antigenlast auf CD8 T-Zellen Uber die Peptidprasentation auf MHC-I
Molekulen entweder auf infizierten Hepatozyten oder durch zirkulierende HBeAg und HBsAg,

die von anderen Zellen kreuz-prasentiert werden, wirken [214]. In dieser Arbeit verursachte
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eine hohe Infektion mit Ad-HBV-Luc (102 / 10° pfu) eine virale Persistenz mit abwesender
Immunitat. Zwar konnten nach Infektion mit hoher Dosis des Ad-HBV-Luc (10® pfu) HBcore-
spezifische CD8 T-Zellen generiert werden, diese wurden jedoch funktional ausgeschaltet.
Diese dysfunktionalen CD8 T-Zellen waren durch die hohe Expression von PD-I, TIGIT, TOX
und einem Verlust der Tcf-1 Expression gekennzeichnet. Wahrend die inhibitorischen Marker
PD-I und TIGIT bereits im Zusammenhang einer chronischen HBV Infektion beschrieben
wurden, ist die Regulation der der HBV-spezifischen CD8 T-Zellen durch die
Transkriptionsfaktoren Tcf-1 und TOX weitgehend unbekannt [215, 216]. Es konnte bereits
gezeigt werden, dass Tcf-1 das Uberleben von Antigen-spezifischen CD8 T-Zellen wahrend
chronischer viraler Infektionen reguliert [52]. So konnte in chronisch mit HCV infizierten
Patienten bereits eine Tcf-1P°°PD-IP°® CD8 T-Zell-Population beschrieben werden, die sowohl
Merkmale von erschopften als auch von Gedachtniszellen aufweist [217]. Diese Population
scheint, nach erneuter Antigenstimulation fir die Regeneration des terminal erschépften Pools
von Tcf-1"°9PD-IP°® anti-viralen CD8 T-Zellen zustandig zu sein [217]. Auch Schuch et al.
konnten in chronisch mit HBV infizierten Patienten eine Tcf-1P°PD-IP°® HBV-spezifische CD8
T-Zell-Population identifizieren, die nicht terminal ausgeschaltet war und Gedachtniszell-
ahnlichen Phanotyp aufwies [206]. Wahrend Tcf-1 flr Plastizitdt des T-Zell-Phanotyps
verantwortlich ist, wird durch TOX die T-Zell-Erschépfung auf epigenetischer Ebene reguliert
[180, 218]. In chronisch viralen Infektionen wie mit LCMV oder HCV konnte gezeigt werden,
dass TOX in Gegenwart von andauernder Antigenstimulation des T-Zell-Rezeptors exprimiert
wird und mit einem erschdpften CD8 T-Zell-Phanotyp korreliert [51]. Dabei reguliert TOX durch
epigenetische Chromatin-Remodellierung die Zuganglichkeit der Protein-kodierenden
DANN-Regionen und Expression weiterer inhibitorischer Proteine wie beispielsweise PD-I und
TIGIT [53]. Im Rahmen dieser Arbeit konnten nach einer chronischen Ad-HBV-Luc Infektion
(108 pfu) mehrere CD8 T-Zell-Populationen in der Leber identifiziert werden, die durch eine
charakteristische Tcf-1 und TOX Expression gekennzeichnet waren. Aufgrund der geringen
Anzahl der HBcore-spezifischen CD8 T-Zellen und der zellschadigenden
durchflusszytometrischen Farbung der internuklearen Transkriptionsfaktoren in Kombination
mit der Farbung des T-Zell-Rezeptors konnten keine anti-viralen Antigen-spezifischen
CD8 T-Zellen untersucht werden. Dennoch konnte in der Leber chronisch infizierter Ad-HBV-
Luc M&use eine CD8 T-Zell-Population gezeigt werden, die Tcf-1"TOX" (P2) war, &hnlich den
erschopften CD8 Vorlaufer-T-Zellen wahrend einer LCMV Infektion oder ahnlich den
Tcf-1P°PD-IP** Antigen-spezifischen CD8 T-Zellen wahrend einer chronischen HCV Infektion
[51, 53, 217]. Diese erschopften CD8 Vorlaufer-T-Zellen (P2) kénnten durch Differenzierung
in terminale Effektorzellen (P4), gekennzeichnet durch Tcf-14"/TOXP°/PD-IP°/Granzym BP*,
die minimale Kontrolle der viralen Replikation und Expansion gewahrleisten [178]. Auf der

anderen Seite kdnnten sich aus den erschopften CD8 Vorlaufer-T-Zellen (P2) oder aus den
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terminalen Effektorzellen (P4) terminal erschopfte CD8 T-Zellen (P5) bilden, die Tcf-1 verlieren
und weiterhin TOX, PD-l und Granzym B exprimieren [41, 179, 180]. Alfei et al. konnten zeigen,
dass der Verlust von TOX wahrend einer frihen Infektion nicht nur mit Viruseliminierung,
sondern auch mit zu einer Immunpathologie verbunden war [51]. Damit scheint TOX als

Regulator wahrend chronischer viraler Infektionen vor Organschadigung zu schutzen.

5.6 Rolle der Antigemenge fir CD8 T-Zell-Aktivierung wahrend einer Ad-HBV-Luc

Infektion

PD-I, TIGIT und TOX kénnen nicht nur als Marker fur Erschépfung von CD8 T-Zellen
herangezogen werden. Transient exprimiert wahrend der frihen Antigenerkennung durch den
T-Zell-Rezeptor konnen sie auch als Aktivierungsmarker dienen. In dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass eine hohe Infektionsdosis mit Ad-HBV-Luc (108 pfu) zu einer frithen
Expansion der HBcore-spezifischen CD8 T-Zellen fiihrt. Diese CD8 T-Zellen waren durch eine
frihe Granzym B Expression gekennzeichnet und der Infektionsverlauf war von erhdhten
ALT-Werten sowie einem minimalen Abfall des Biolumineszenz-Markers determiniert, was auf
eine frihzeitige Effektorfunktion hindeutete. Im zeitlichen Verlauf nahmen diese CD8 T-Zellen
einen erschopften Phanotyp an, charakterisiert durch die langfristige Expression von TOX,
PD-1 und TIGIT, was vermutlich mit der hohen Menge an prasentierten Antigen in Kombination
mit einer hohen Anzahl an infizierten Hepatozyten assoziiert ist.

Verglichen mit dem Ad-TTR-GOL werden im Ad-HBV-Luc System das HBcore Protein bzw.
die Luziferase unter Kontrolle des HBcore Promoters 10-fach starker exprimiert als die viralen
Antigene unter dem TTR-Promoter. Trotz Hepatozyten-spezifischer Expression der viralen
Antigene nach einer Ad-HBV-Luc Infektion, kénnen sich die Antigene aufgrund der Promoter-
bedingten starkeren Expression besser in der Zirkulation verteilen, sodass sie von DCs
aufgenommen werden kénnten, um CD8 T-Zellen zu kreuz-aktivieren. Darlber hinaus kénnte
die verstarkte Antigenprasentation pro infiziertem Hepatozyt im Ad-HBV-Luc System zur
direkten Aktivierung der CD8 T-Zellen beitragen, denn es ist bekannt, dass wahrend einer HBV
Infektion die CD8 T-Zellen auch in der Leber von Hepatozyten aktiviert werden kénnen, wobei
die raumliche Verteilung und Frequenz der prasentierten viralen Antigene auf infizierten Zellen
eine wichtige Rolle spielen kdnnen [202]. Somit kdnnte eine moderate Antigenprasentation pro
Hepatozyt die Eliminierung der Ad-HBV-Luc (107 pfu) Infektion trotz Hepatozyten-limitierter
viraler Expression erklaren, im Vergleich zu einer Ad-TTR-GOL Infektion. Dennoch dauerte
die Aktivierung der Antigen-spezifischen CD8 T-Zellen nach einer Ad-HBV-Luc Infektion mit
10 Tagen langer als die Aktivierung nach einer Ad-CMV-GOL Infektion, bei der bereits am 5.
Tag aktivierte Antigen-spezifische CD8 T-Zellen detektiert werden konnten. Grinde hierfur
kénnten in der ubiquitdren Antigenexpression unter dem CMV-Promoter liegen, das zur

zugigen Verbreitung des Antigens und der damit verbundenen schnelleren Aktivierung der
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Immunantwort fihrt. Auch in Patienten wurde nach einer HBV Infektion eine ungewdhnlich
lange Inkubationszeit mit durchschnittlich 75 Tagen beschrieben, verglichen mit anderen
viralen Infektionen wie mit dem Influenza Virus, bei dem eine Inkubationsphase von 2 Tagen
beschrieben wurde [219].

Interessanterweise konnten wahrend chronischer HBV Infektionen selten vorkommende
Epitope mit einer geringen Expansion der jeweiligen Antigen-spezifischen CD8 T-Zellen
korreliert werden. So konnte eine verminderte Anzahl an Polymerase- und
HBeAg-spezifischen CD8 T-Zellen im Vergleich zu HBcore-spezifischen CD8 T-Zellen
detektiert werden [207]. In der Tat kann die Haufigkeit der Antigenprasentation auf
Hepatozyten die T-Zell-Expansion und Funktion beeinflussen [172, 201]. Dabei konnte die
héhere Haufigkeit von HBcore Protein gegeniber HBV-spezifischer Polymerase oder HBe
Protein zu einer effizienteren Aktivierung von HBcore-spezifischen CD8 T-Zellen fuhren, die
mit Kontrolle der HBV Infektion assoziiert sind [207]. Darlber hinaus koénnen
Antigenprozessierung, Antigenbindung an MHC-I Allele oder T-Zell-Rezeptor-Affinitat die
T-Zell-Expansion und Funktion formen [206, 220]. Zwar expandierten die HBcore-spezifischen
CD8 T-Zellen wahrend der hier untersuchten Ad-HBV-Luc Infektion mit hoher Antigenlast
(108 pfu) zun&chst schneller im Vergleich zur Infektion mit moderater Antigenlast (107 pfu), ihre
absolute Anzahl war jedoch deutlich geringer als wahrend der moderaten Antigenlast. Diese
Ergebnisse stehen im Gegensatz zu Studien mit LCMV, in denen gezeigt werden konnte, dass
trotz des erschdpften Phanotyps die Expansion und Langlebigkeit von Antigen-spezifischen
CD8 T-Zellen wahrend chronischer Infektionen mit hoher Antigenlast nicht eingeschrankt sei
[210]. Diese abweichenden Ergebnisse kdnnten mit den infizierten Zielzellen der jeweiligen
Viren erklart werden. Wahrend einer HBV Infektion werden ausschlieRlich Hepatozyten
infiziert und virale Antigene mussen zunachst sekretiert und von DCs aufgenommen werden,
um kreuz-prasentiert zu werden [100]. Aufgrund der schwachen innaten Immunantwort
wahrend der HBV Infektion ist die Reifung der DCs eingeschrankt [64-67]. Eine Aktivierung
der Antigen-spezifischen CD8 T-Zellen durch Hepatozyten kann jedoch zu zur Deletion,
Anergie und Erschopfung fuhren [221]. Im Gegensatz dazu infiziert das LCMV DCs direkt und
kann somit einen anderen Einfluss auf die Aktivierung der CD8 T-Zellen nehmen, welcher nicht

zur Deletion fiihrt und damit die Expansion nicht beeintrachtigt [127-129].

5.7 Modelsysteme einer Hepatitis B Virus Infektion

Annliche Ergebnisse zur Dosis-abhangigen Eliminierung bzw. Persistenz des HBV konnten in
einer Studie mit HBV-infizierten Schimpansen gemacht werden [83]. Dabei konnten
Schimpansen, die mit hoher und moderater Dosis des HBYV infiziert wurden die Infektion
kontrollieren, wahrend eine geringe Infektionsdosis zu einer mangelnden CD8 T-Zell-

Aktivierung flhrte, was in einer viralen Persistenz resultierte [83]. Anders als in den Studien
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an Schimpansen resultierte hier die hdchste untersuchte Infektionsdosis in einer Persistenz
des Ad-HBV-Luc in der Maus, anstatt der Viruseliminierung. Der nicht direkt Gbertragbare
Infektionsverlauf kann zum einen an den unterschiedlichen Wirtssystemen liegen, wobei die
immunologische Zellzusammensatzung in der Maus von Schimpansen und Menschen
abweicht [222, 223]. Zum anderen kann sich das HBV im Schimpansen ausbreiten, im
Gegensatz zum murinen System [83, 157]. Im murinen Ad-HBV-Luc System ist das HBV zwar
replikationsfahig, kann jedoch keine neuen Hepatozyten infizieren [157, 160, 163]. Das
Adenovirus, welches als Shuttle dient, ist dagegen replikations-defizient und wird nicht vom
Empfangertier erkannt [161, 162]. Doch gerade deshalb, weil sich das HBV in murinen
Hepatozyten nicht ausbreiten kann, konnten bisher niedrige Infektionsdosen aufgrund der
mangelnden Sensitivitdt der HBeAg und HBsAg Detektion nicht untersucht werden. Zwar
kénnten Schimpansen aufgrund ihrer Ahnlichkeit zum Menschen viele Aufschliisse (iber die
Pathogenese von HBV und anderen Infektionen liefern, Versuche an Schimpansen sind
jedoch aus ethischen Grinden nicht mehr vertretbar. Deshalb sind Kleintiermodelle fir HBV
Infektionen dringend erforderlich. Die meisten Mausmodelle fiir eine Hepatitis B basieren auf
einer persistenten Expression von HBV-spezifischen Proteinen. Beispiele hierfur sind
HBV-replikationskompetente transgene Mause, MUP-(Pre)Core transgene Mause oder der
Transfer von HBV-Genomen mithilfe Adeno-assoziierter Vektoren [137, 138]. Durch
hydrodynamische Applikation von zirkularer HBV-DNA konnte in der Maus eine akut selbst-
limitierte Hepatitis B nachgestellt werden [141, 153, 154]. Doch aufgrund des damit
verbundenen Leberschadens und der Induktion des innaten Immunsystems kann die
Aktivierung der CD8 T-Zellantwort nicht mit einer humanen HBV Infektion verglichen werden
[62, 154-156]. Die Generierung von humanisierten chimaren Mausen stellt wahrscheinlich das
relevanteste HBV-Model im murinen System dar. Dabei kénnen unter immunsuppressiven
Bedingungen humane Hepatozyten in die Maus eingebracht werden, die mit HBV infiziert
werden kénnen [142-146]. Mithilfe des humanisierten Mausmodels konnten Dusséaux et al.
zeigen, dass geringe Infektionsdosen (10" HBV-Kopien/ml) zu einer besseren Kontrolle des
HBV durch das Immunsystem flihrten als hdhere Infektionsdosen (10° HBV-Kopien/ml) [167].
Die im humansierten Mausmodel verwendete niedrige Dosis des HBV entsprach mit
HBeAg-Werten um die 10 PEIU/mI der hier verwendeten akut selbst-limitierten Dosis des
Ad-HBV-Luc (107 pfu) [167]. Damit kénnten die Ergebnisse zwischen den Modellen direkt
verglichen werden und fiihrten zu den selben Ruckschlissen, dass die Infektionsdosis, die
anti-virale Immunantwort bestimmt. Das Ausmal der Immunkontrolle bewerteten
Dusséaux et al. an der Detektion von Antigen-spezifischen Immunglobulinen G (anti-HBs,
anti-HBcore), der sogenannten Serokonversion, und der Infiltration von Immunzellen in das
Lebergewebe [167]. Allerdings waren die transferierten humanen Immunzellen und die

transplantierten Hepatozyten nicht vom selben Donor und nicht Ubereistimmend in den
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humanen Leukozyten-Antigenen (HLA), wodurch direkte Eliminierung von infizierten
Hepatozyten durch CD8 T-Zellen nicht beobachtet werden konnte [167]. Um Immunreaktionen
untersuchen zu kdénnen, mussen jedoch HLA-Ubereinstimmende Immunzellen und
Hepatozyten transferiert werden [138, 148]. Da der Zugang zum humanen Donor-Material
begrenzt ist, stellt der Einsatz von humanisierten Mausen in Kombination mit
HLA-Ubereinstimmenden Immunzellen ein sehr wertvolles, aber aufwendiges Kleintiermodel
fur HBV Infektionen dar.

Der Transfer von HBV-DNA mittels adenoviraler Vektoren (Ad-HBV) resultierte meist in einer
chronischen Infektion [154, 163]. Zwar konnte in einer Studie von Huang et al. das Ad-HBV
nach einer hohen Infektionsdosis mit 3x10° pfu teilweise eliminiert werden, dies war aber mit
einem hohen Leberschaden und der damit moglichen einhergehenden Aktivierung des innaten
Immunsystems verbunden [154]. Unter Verwendung des Ad-HBV wurden oft hohe
Infektionsdosen von 102 oder 10° pfu verabreicht und die (Re-)Aktivierung des Immunsystems
untersucht. Dies hat zum einen den Grund, dass eine chronische HBV Infektion im Menschen
oft mit einer hohen Antigenlast aussoziiert ist, im Gegensatz zu chronischen Infektionen mit
dem HCV oder dem humanen Cytomegalovirus [62, 84, 85]. Zum anderen kénnen wahrend
einer HBV Infektion teilweise bis zu 100 % der Hepatozyten infiziert sein [9, 83]. Damit stellen
hoéhere Infektionsdosen des Ad-HBV aufgrund der klinisch relevanten Antigenlevel einen
wichtigen Parameter dar [224, 225]. Der Krankheitsverlauf nach Infektionen mit Ad-HBV
unterhalb 10® pfu wurde jedoch bisher nicht publiziert. Zur Untersuchung der Immunaktivierung
in Abhangigkeit der viralen Last stellen deshalb Konzentrationen unterhalb von 108 pfu des
Ad-HBV eine interessante Anwendung dar. So konnten beispielsweise in chronisch HBV
infizierten Patienten mit geringerer HBeAg-Last nach Behandlung mittels pegyliertem IFNa
eine bessere Serokonversion von HBeAg erzielt werden als in Patienten mit hoher HBeAg-Last
(>100 PEIU/mI) [224]. Bisher gibt es keine geeigneten Mausmodele fiir eine HBV Infektion, die
eine Charakterisierung der CD8 T-Zellantwort in Anhangigkeit der viralen Last bzw.
Antigemenge erlauben.

Das Ad-HBV-Luc ermoglichte im murinen System durch Anwendung des sensitiven
Biolumineszenz-Biomarkers die Untersuchung auch geringerer Infektionsdosen unterhalb von
10® pfu. Dadurch konnten weniger als 10.000 infizierte Hepatozyten in vivo verfolgt werden
[186]. Dabei zeigte die Biolumineszenz-Bildgebung die gleiche Eliminierungskinetik wie die
Messung des HBeAg-Levels im Serum, erlaubte jedoch auch die Quantifizierung geringerer
Infektionsdosen. Aufgrund der limitiertem Blutmenge, die Mausen enthommen werden kann,
konnte die Biolumineszenz-Bildgebung frequentierter durchgefiihrt werden und ermdgliche
eine engmaschige und langfristige Verfolgung der Virus-Eliminierung im Vergleich zur
HBeAg-Messung. Dabei ist die engmaschige Detektion des Virus fur die Analyse der

Immunantwort wahrend des Infektionsverlaufs unerlasslich, um die Kinetik der CD8 T-Zell-
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Antwort zu definieren. Mithilfe Ad-HBV-Luc kdnnen die Mechanismen der viralen Persistenz
wahrend einer HBV Infektion und der Einfluss des Antigens auf die CD8 T-Zell-Antwort
weiterfihrend untersucht werden. So kénnte zukinftig die Modulation der Antigenexpression
nach einer Ad-HBV-Luc Infektion, bei gleicher Infektionsdosis, im Zusammenhang mit der
Re-Aktivierung der Antigen-spezifischen CD8 T-Zellen untersucht werden. In chronischen
Mausmodellen wie AAV-HBV oder HBV-transgenen Mausen gibt es bereits Hinweise dafr,
dass eine Unterdriickung der hohen Antigenlast wahrend der Re-Aktivierung der T-Zellen eine
wichtige Rolle spielt [159]. Die Persistenz aufgrund der niedrigen Antigenlast in der Leber ist
jedoch weitgehend unerforscht. Dabei konnte die Quantifizierung der Antigenexpression und
die demensprechend angepassten Therapie eine entscheidende Rolle fiir die Behandlung der

chronischer Leberinfektion spielen.
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6. Material

6.1 Gerate
Gerat Model Hersteller
Agarose-Gelelektrophorese-  PowerPac™ Basic Bio-Rad Laboratories,
System Inc., Hercules, Vereinigte
Staaten
Brutschrank HERAcell 150i Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA
Durchflusszytometer SP6800 Spectral Sony Biotechnology Inc.,
Analyzer San Jose, USA
Durchflusszytometer LSRFortessa™ BD Biosciences, Franklin
Lakes, USA
Echtzeit-Zellanalyse-System  xCELLigence Real-Time ACEA Biosciences, Inc.,
Cell Analysis (RTCA) San Diego, USA
Feinwaage Analysenwaage ABS Kern & Sohn GmbH,
Balingen, Deutschland
Feinwaage Sartorius CP224S-OCE  Sartorius, Géttingen,
Deutschland
Fluoreszenzmikroskop Eclipse TE2000s Nikon Imaging Japan Inc.,
Tokyo, Japan
Gel-Imaging-System ChemiDoc™ XRS Bio-Rad Laboratories
GmbH, Feldkirchen,
Deutschland
Gewebeinfiltrationsautomat Leica ASP300 S Leica Mikrosysteme
Vertrieb GmbH, Wetzlar,
Deutschland
Immunhistochemie- BondMax RXm system Leica Mikrosysteme
Farbeautomat Vertrieb GmbH, Wetzlar,
Deutschland
Immunoassay- ARCHITECT  i1000SR Abbott Laboratories,
Analysensystem System Chicago, USA
In-vivo-Bildgebungssystem IVIS® Lumina LT PerkinElmer, Waltham,
(engl. in vivo imaging system, Series I USA
IVIS)
Kafig-Bellftung ScanClime Minic<° Scanbur A/S, Karlslunde,
Déanemark
Lichtmikroskop Axiovert 25 Carl Zeiss AG,
Oberkochen, Deutschland
Magnet-Saule LS Column Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Deutschland
Magnetruhrer Monotherm HP Medizintechnik GmbH,
Oberschleillheim,
Deutschland
Mikrotom Rotary Microtome Microm Thermo Fisher Scientific,
HM 355S Waltham, USA
Perfusionspumpe Masterflex® Novodirekt, Kehl am Rhein,
Deutschland
pH-Meter inoLab® pH 7110 WTW (Xylem Analytics),
Weilheim, Deutschland
Photometer BioDrop SERVA  Electrophoresis
GmbH, Heidelberg,

Deutschland
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Real-Time-PCR-System

LightCycler® 480 Il
System

Hoffmann-La Roche, Basel,
Schweiz

Reflotron

Reflotron® Plus

Hoffmann-La Roche, Basel,
Schweiz

Schuttelinkubator

Incubator Hood TH 15

Edmund Buhler
Bodelshausen,
Deutschland

GmbH,

Sterilbank Heraeus® HERASafe® Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Thermozykler ProFlex PCR System Applied Biosystems, Foster
City, USA

Ultrazentrifuge - Avanti J-25I Beckman Coulter, Brea,

- Optima LE-80K CA/USA

Waage LSM2000 PCE Deutschland GmbH,
Meschede,
Deutschland

Wasserbad WN45 Memmert GmbH + Co. KG,
Schwabach, Deutschand

Zentrifuge - Heraeus® Fresco 17 Thermo Fisher Scientific,

- Heraeus® Multifuge Waltham, USA
X3R

Zentrifuge Rotanta 460 RC Andreas Hettich GmbH &
Co. KG, Tuttlingen,
Deutschland

6.2 Materialien
Material Beschreibung Hersteller
24-Well-Platten TPP Techno Plastic

Products AG, Trasadingen,
Schweiz

384-Well-Platten (QPCR)

LightCycler® 480 Multiwell
Plate 384, white

Hoffmann-La Roche, Basel,
Schweiz

96-Well-Platte, V

Cellstar® Zellkulturplatten,
natur

Greiner Bio-one, Solingen,
Deutschland

96-Well-Platten
(xCELLigence)

E-Plate 96 PET

ACEA Biosciences, Inc., San
Diego, Vereinigte Staaten

96-Well-Platten, F

TPP Techno Plastic
Products AG, Trasadingen,
Schweiz

ALT-Teststreifen

Reflotron® GPT (ALT)

Hoffmann-La Roche, Basel,
Schweiz

Dialysekammer

Slide-a-Lyzer® G2 Dialysis
Cassettes 10K MWCO

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Insulin-Spritzen

Omnican® U-100 Insulin

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland

Kéfige (engl. Individually GMS500 Mouse IVC Green Scanbur A/S, Karlslunde,
Ventilated Cage, IVC) Line Déanemark

Kapillaren zur HIRSCHMANN® ringcaps®  Hirschmann Laborgerate
Blutentnahme Li-Heparin 32 pl GmbH & Co. KG,

Eberstadt, Deutschland

Lanzetten zur Blutabnahme

SUPRA blood lancets

megro GmbH & Co. KG,
Wesel, Deutschland
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Microvetten

Microvette® 500 LH-Gel

Sarstedt AG & Co.
Numbrecht, Deutschland

KG,

Spritze, 2 ml Injekt® 2 ml Syringe B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland

Spritze, 5 ml Injekt® 5 ml Syringe B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland

Sterilfilter Filtropur BT50, 500 ml, 0.2 Sarstedt AG & Co. KG,

um

Numbrecht, Deutschland

Sterilfilter (0.2 ym)

Filtropur BT50 500 mi

Sarstedt AG & Co.
Numbrecht, Deutschland

KG,

Ultrazentrifugen-Réhrchen

9,9 x 70 mm BL/LB, 20G X 2

B. Braun Melsungen AG,

3/4 Melsungen, Deutschland

Zellkultur-Flaschen Tissue Culture Flask TPP Techno Plastic
Products AG, Trasadingen,
Schweiz

Zellkultur-Platten Zellkulturschalen 150 TPP

6.3 Chemikalien

Chemikalie Hersteller

Biolumineszenz-Bildgebung

Isofluran CP 1 ml/ml CP-Pharma Handelsgesellschaft mbH,

Burgdorf, Deutschland

XenoLight  D-Luciferin - K+  Salt

Bioluminescent Substrate

PerkinElmer, Waltham, USA

Durchflusszytometrie

Count Bright absolute counting beads
(FACS)

Invitrogen, Carlsbad, USA

eBioscience™ Brefeldin A Solution (1000x)

Invitrogen, Carlsbad, USA

eBioscience™ Cell Stimulation Cocktail
(500x)

Invitrogen, Carlsbad, USA

UltraComp eBeads™ Compensation Beads

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Hepatozyten-Isolation

Heparin

B. Braun
Deutschland

Melsungen AG, Melsungen,

Ketamin 10 % (als Hydrochlorid)

MEDISTAR Arzneimittelvertrieb  GmbH,
Ascheberg, Deutschland

Xylazin, 20 mg/ml (Rompun 2%)

Bayer AG, Leverkusen

Hexon-Titration

DAB+ Substrate Chromogen System (Dako
Omnis)

Agilent Technologies, Santa Clara, USA

poly-L-Lysin

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Immunhistochemie

Paraformaldehyd-Lésung (4 %)

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Klonierung

Agarose Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Ethanol Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Isopropanol Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Methanol Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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Midori Green Advance DNA Farbstoff

Nippon Genetics Europe GmbH, Diren,
Deutschland

Lymphozyten-Isolation

Pancoll, human

PAN-Biotech GmbH,
Deutschland

Aidenbach,

Percoll™

GE Healthcare, Chicago, USA

Zellkultur

Bovines Serumalbumin (BSA)

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Fetal calf serum (FCS)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Glucose-Ldsung, 50 mM

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Glutamin-Lésung

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

HEPES, 1M Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Hydrocortison Rotexmedica GmbH, Trittau, Deutschland

Insulin Novo Nordisk Pharma GmbH, Mainz,
Deutschland

Lipofectamine 2000 Invitrogen, Carlsbad, USA

Penicillin/Streptomycin, 10 000 U/m

Biochrome GmbH, Berlin, Deutschland

Salzsaure (HCI)

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Selenium, Transferin, Insulin

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sodium hydroxide (NaOH)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

6.4 Medien, Losungen und Puffer

Losung Zusammensetzung/Hersteller
Adenovirus-Produktion
Casiumchlorid-Puffer 1 1,25 M CsCl
(1,25 M CsCl) Virus-Puffer

steril filtriert (0,22 pm)
Casiumchlorid-Puffer 2 1,34 M CsCl
(1,34 M CsCl) Virus-Puffer

steril filtriert (0,22 pm)
Casiumchlorid-Puffer 3 1,40 M CsCl

(1,40 M CsCl) 1x Gradienten-Lésungspuffer
steril filtriert (0,22 pm)
Dialysepuffer (10x) 30 % (w/v) Sucrose

1,5 M NaCl

0,1 M MgClz

0,1 M Tris —HCI pH=7,4
steril filtriert (0,22 pm)

HEK293-Expansionsmedium

DMEM,

10 % FCS

1 % Glutamin

1 % Penicillin/Streptomycin

HEK293-Transduktionsmedium

DMEM,
8 % FCS
1 % Glutamin
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1 % Penicillin/Streptomycin

Virus-Puffer

10 mM Tris-HCI pH=7,4
20 mM MgCl:

pH=7.,8

steril filtriert (0,22 pm)

Durchflusszytometrie

FACS-Puffer

5 % FCS
2,5 % BSA
PBS

Foxp3 / Transcription Factor Staining Buffer
Set

Invitrogen, Carlsbad, USA

IC Fixation Buffer

Invitrogen, Carlsbad, USA

MACS-Puffer

1% FCS
2mM EDTA
PBS

Permeabilization Buffer (10x)

Invitrogen, Carlsbad, USA

Immunhistochemie

Antibody Diluent (IHC)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

IHC Antigen Retrieval Solution

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Klonierung

FastDigest Buffer, 10x

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

FastDigest Green Buffer, 10x

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

T4-Ligasepuffer, 10x

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

TAE-Puffer, 50x

50 mM EDTA
1 M Acetat

2 M Tris

pH 8,0

TE-Puffer

1 mM EDTA
10 mM Tris
pH 8,0

Primédre murine Hepatozyten

Anhaft-Medium

Erhaltungs-Medium

10 % FCS
Uber-Nacht-Medium Erhaltungs-Medium
1% FCS
Erhaltungs-Medium William's E Medium
2 mM Glutamin

0,06 % Glucose

20 mM HEPES pH 7,4

1 % Penicillin/Streptomycin
0,1 mg/mL Gentamycin

40 ng/mL Hydrocortison

5 pg/mL Insulin

1,6 % DMSO

EGTA-Puffer A

124 ml Glucose-Ldsung
20 ml KH-Puffer
20 ml HEPES-Puffer |
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30 ml Aminosaure-L6sung
0,5 ml L-Glutamin (200 mM)
0,8 ml EGTA-L6sung
Gesamtvolumen 195 mL

Kollagenase-Puffer B

77,5 ml Glucose-Lésung

12,5 ml KH-Puffer

12,5 ml HEPES-Puffer |

15 m- Aminosaure-LOsung

1,9 ml CaCl, x 2 H20 - Lésung
3,1 mL MgCl, x 6 H20 - Lésung
0,3 ml L-Glutamin (200 mM)
Gesamtvolumen 123 mL

Zugabe 0,12 U/ml frischer Kollagenase NB 4G
pro 40 mL Kollagenase-Puffer B unmittelbar
vor Perfusion

Suspensions-Puffer C

124 ml Glucose-Ldsung

20 ml KH-Puffer

20 ml HEPES-Puffer Il

30 ml Aminosaure-L6sung

0,5 ml L-Glutamin (200 mM)
1,6 ml CaCl, x 2 H20 - Lésung
0,8 ml MgSQO4 x 7 H20 - Lésung
0,17 % (w/v) BSA
Gesamtvolumen 197 mL

Aminosaure-Lésung

0,27 g L-Alanin

0,14 g L-Asparaginsaure

0,4 g L-Asparagin

0,27 g Citrullin

0,14 g L-Cystein Hydrochloride Monohydrat
1 g L-Histidin Monohydrochlorid Monohydrate
1,0 g L-Glutaminsaure

1,0 g L-Glycin

0,4 g L-Isoleucin

0,8 g L-Leucin

1,3 g L-Lysin Monohydrochlorid
0,55 g L-Methionin

0,65 g L-Ornithin Monohydrochlorid
0,55 g L-Phenylalanin

0,55 g L-Prolin

0,65 g L-Serin

1,35 g L-Threonin

0,65 g L-Tryptophan

0,55 g L-Tyrosin

0,8g L-valin

Zufugen 0,5 L H.O

Zuflgen 10 N NaOH

Einstellung pH 7,6
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Auffullen auf 1 L mit H.O
steril filtriert (0,22 pum)

CaClz x 2 H20 - Lésung

0,13 M CaCl2 x 2 H20

Ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N N 125 mM EGTA
N'N'-tetraacetic acid (EGTA) Losung pH 7,6
Glucose-Ldsung 50 mM Glucose
HEPES-Puffer | 0,25 M, pH 8,5
HEPES-Puffer Il 0,25 M, pH 7,6
KH-Puffer 1 M NaCl

23,5 mM KCI

12 mM KH2PO4

pH 7,4

MgCl2 x 6 H20 - Lésung

0,13 M MgCl2 x 6 H20

MgSOs4 x 7 H20 - Lésung

0,1 M MgSOx x 7 H,0

Allgemein

0,9% NacCl (isotonische Kochsalzldsung)

Deltamedica GmbH, Reutlingen, Deutschland

Ammonium-Chlorid-Kalium

Lysepuffer

150 mM NH4CI

10,0 mM KHCOs3

0,1 mM NaEDTA

pH 7,4

steril filtriert (0,22 ym)

D-Luziferin-Lésung

50 mM D-Luziferin / PBS
steril filtriert (0,22 pm)

Dulbecco's Modified Eagle's

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

(DMEM)

GBSS PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland
PBS Biochrom AG, Berlin, Deutschland
PCR-Wasser H.O PCR Reagent, Sigma-Aldrich, St. Louis,

USA

RPMI-Medium (Glutamaxx)

GIBCO, Life Technologies, Carlsbad, USA

T-Zellmedium

RPMI Medium

10 % FCS

1 % Penicillin/Streptomycin
2 mM Glutamin

1 % B-Mercaptoethanol

William’s Medium E

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland

6.5 Kits

Kit

Hersteller

ARCHITECT HBeAg Reagent Kit

Abbott Laboratories, Chicago, USA

BOND Polymer Refine Detection Kit

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,
Wetzlar, Deutschland

Carboxyfluoresceinsuccinimidylester
(CFSE) Cell Division Tracker Kit

BioLegend Inc., San Diego, USA

CD11c MicroBeadsm, Maus

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland
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DAB (Polymer) Kit

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,
Wetzlar, Deutschland

eBioscience™ Foxp3 / Transcription Factor Staining Invitrogen, Carlsbad, USA

Buffer Set

GeneJET Plasmid Miniprep Kit

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Naive CD8+ T cell isolation Kit, Maus

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

NucleoBond® Xtra high-copy Midi Kit

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG,
Duren, Deutschland

NucleoSpin RNA®

Macherey-Nagel, Duren,
Deutschland

Nucleospin® Gel and PCR Clean-up Kit

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG,
Duren, Deutschland

NucleoSpin® Tissue Kit

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG,
Duren, Deutschland

pAd/PL-DEST™ Gateway™ Vector Kit

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

6.6 Enzyme, rekombinante Proteine, Peptide

Enzym

Hersteller

Kollagenase Typ Il

Worthington ~ Biochemical = Corporation,
Lakewood, USA

Kollagenase NB 4G

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Gateway® LR Clonase® Enzyme mix

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Gateway® Proteinase K-Losung

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

GeneRuler 1 kb DNA Ladder

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

humanes IL-2 / Aldesleukin

Novartis Pharma, Basel, Schweiz

T4-DNA-Ligase (5 U/uL)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

TakyonTM No Rox SYBR® MasterMix dTTP

Blue

Eurogentec, Littich, Belgien

Trypsin

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach,
Deutschland

Restriktionsenzyme

Aflll FastDigest Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
BspEl / Kpnl FastDigest Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Hindll FastDigest Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Pacl FastDigest Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Proteine, Peptide

Ovalbumin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Ova257-264 (SIINFEKL)

Iba Lifesciences, Goéttingen,
Deutschland

humanes IL-2/Aldesleukin

Novartis Pharma, Basel,
Schweiz
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6.7 Antikorper

Antikorper Nummer/Lot Hersteller
Depletion
anti-Maus CD4 GK1.5 Bio X Cel, West Lebanon, USA
anti-Maus CD8a 243 Bio X Cel, West Lebanon, USA
anti-Maus NK1.1 PK136 Bio X Cel, West Lebanon, USA
Durchflusszytometrie
anti-CD160 7H1 BioLegend Inc., San Diego, USA
anti-CD25 PC61 BioLegend Inc., San Diego, USA
anti-CD44 IM7 BioLegend Inc., San Diego, USA
anti-CD45.1 A20 Invitrogen, Carlsbad, USA
anti-CD62L MEL-14 BioLegend Inc., San Diego, USA
anti-CD69 H1.2F3 BioLegend Inc., San Diego, USA
anti-CD8 a 53-6.7 BioLegend Inc., San Diego, USA
anti-CD8a KT15 Prolmmune Ltd., Oxford, Vereinigtes
Konigreich
anti-CTLA-4 UC10-4B9 BioLegend Inc., San Diego, USA
anti-GrzB GB11 Invitrogen, Carlsbad, USA
anti-human Granzyme B GB11 Invitrogen, Carlsbad, USA
anti-IFNy XMG1.2 BioLegend Inc., San Diego, USA
anti-KLRG-1 2F1/KLRG1 BioLegend Inc., San Diego, USA
anti-LAG-3 coB7wW BioLegend Inc., San Diego, USA
anti-NK1.1 PK136 BioLegend Inc., San Diego, USA
anti-PD-I J43 BioLegend Inc., San Diego, USA
anti-TCF1/TCF7 C63D9 Cell Signaling Technology, Inc.,
Danvers, USA
anti-TIGIT 1G9 BioLegend Inc., San Diego, USA
anti-Tim-3 RMT3-23 BioLegend Inc., San Diego, USA
anti-TNF MPG6-XT22 Invitrogen, Carlsbad, USA
anti-TOX TXRX10 Invitrogen, Carlsbad, USA
aRabbit lgG, BV421 Poly4064 BioLegend Inc., San Diego, USA
gekoppelt
H-2 Kb/MGLKFRQL- SP/7397-03 Prolmmune Ltd., Oxford, Vereinigtes
Pentamere Kdnigreich

(HBVcore 93-100)

H-2 Kb/SIINFEKL-
Dextramere
(OVA 257-264)

20170703-KB3

Immudex ApS,
Danemark

Kopenhagen,

Hexon-Titration

Adenovirus Type 5 Hexon, PA1-73054 Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Antikorper, polyklonal, HRP USA

Immunhistochemie

GFP Antikoérper, polyklonal ~ 20R-GR011 Fitzgerald Industries International,
Acton, USA

HBVcore Antikdrper, RB-1413 Thermo Fisher Scientific, Waltham,

polyklonal USA
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6.8 Kompetente E.coli Stamme

Stamm Name Hersteller

E.coli K12 One Shot® TOP10 Thermo Fisher Scientific,
Chemically Competent E. Waltham, USA
coli

E.coli K12 NEB 5-alpha Competent E. Thermo Fisher Scientific,
coli Waltham, USA

6.9 Expressionsplasmide und Primer

Plasmid

Beschreibung

pENTR™ 11 Dual
Selection Vector

Plasmid fur Klonierung der Expressionskassette, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA

pAd/PL-DEST™
Gateway® Vector

Vektor kodiert fir Adenovirus Serotyp 5, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

pEntr-CMV-GOL

Kodierung eGFP, Ovalbumin, Luziferase unter CMV-Promoter

pEntr-TTR-GOL

Kodierung eGFP, Ovalbumin, Luziferase unter TTR-Promoter

pEntr-CMV-GiRO

Kodierung iRFP720, Ovalbumin, Luziferase unter CMV-Promoter

pEntr-HBV-Luc

Kodierung HBV1.3-Uberlangengenom, Luziferase unter Core-
Promoter

pAdHBVTrack Plasmid zur Quantifizierung der absoluten adenoviralen Kopien
mittels gPCR

Primer Sequenz

Adeno forward TAA GCG ACG GAT GTG G

Adeno reverse CCA CGT AAACGG TCA AAG

6.10 Mausstamme

Mausstamm Bezeichnung Hersteller

C57BL/6 C57BL/6J Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle,
Frankreich

C57BL/6- CD45.1 OT-l Charles River Laboratories,

Tg(TcraTcrb)1100Mjb/Crl Wilmington, USA
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6.11 Software

Software

Hersteller

Adobe lllustrator CS6

Adobe Systems Software Ireland Limited,

Dublin, Republik Irland

Adobe® Acrobat® XI Version 11.0.23

Adobe Acrobat, San Jose, USA

ChemiDoc™ XRS

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

EndNote X9 Thomson Reuters Corporation, Toronto,
Kanada
FlowJo 10.5.3 Becton, Dickinson and Company, New Jersey,

USA

Image Lab Software 5.2.1.

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

Lightcycler 480 Software 1.5.1.62 SP2

Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz

Living Image® 4.5

PerkinElmer, Waltham, USA

Microsoft® Excel fir Mac Version 16.21

Microsoft Corporation, Redmond, USA

Microsoft® Word fiir Mac Version 16.21

Microsoft Corporation, Redmond, USA

Prism fir Mac OS X Version 7.0c

GraphPad Software, San Diego, USA

SnapGene® Viewer 5.0.4

GSL Biotech LLC, Chicago, USA

SP6800 Spectral Analyzer

Sony Biotechnology Inc., San Jose, USA
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7. Methoden

7.1 Molekularbiologische Methoden

a) Restriktionsverdau
Far einen analytischen Restriktionsverdau wurden 200 ng Plasmid-DNA, 0,5 ul der FastDigest
Restriktionsenzyme, 1x FastDigest Puffer, verdinnt mit sterilem ddH20 in einem
Gesamtvolumen von 10 pl, angesetzt. Zum restriktiven Verdau wurde der Ansatz 10 min bei
37 °C inkubiert.
Flr einen praparativen Restriktionsverdau wurden 3 pg Plasmid-DNA, 1 ul der FastDigest
Restriktionsenzyme und 1x FastDigest Puffer in einem Gesamtvolumen von 35 pL angesetzt.
Es folgte eine 45 min Inkubation bei 37 °C.
Die geschnittenen DNA-Fragmente wurden mithilfe der Agarose-Gelelektrophorese analysiert

und nach Standardprotokoll mittels des Kits NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up isoliert.

b) Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten wurde 1 %-iges bzw. 0,7 %-iges Agarosegel in 1x TAE-
Puffer hergestellt, versetzt mit Midori Green Advance DNA Farbstoff im Verhaltnis von
1:10.000. Die DNA-Fragmente wurden bei 80 V in 1x TAE-Puffer aufgetrennt. Bildgebung der
aufgetrennten DNA erfolgte mittels der Software ChemiDoc™ XRS. Aufgetrennte DNA-
Fragmente wurden nach Standardprotokoll mittels Nucleospin® Gel and PCR Clean-up Kit

isoliert.

c) Ligation

Fir einen Ligationsansatz wurden je 150 ng der restriktiv verdauten und aus dem Agarosegel
isolierten DNA-Fragmente, 10 U T4-DNA-Ligase (2 pl), 1x T4-DNA-Ligasepuffer, verdiinnt mit
sterilem ddH.0, in einem Gesamtvolumen von 30 ul gemischt. Der Ligationsprozess erfolgte
1 h bei 22 °C. Zur Transformation von chemisch kompetenten E.coli Zellen wurden 5 pul des

Ligationsansatzes verwendet.

d) Transformation von E.coli

Fir die Transformation wurden 50 pl One Shot® TOP10 Chemically Competent E.coliund 5 pl
eines Ligationsansatzes oder 1 ngPlasmid-DNA 20 min auf Eis inkubiert. Die
Zellmembranpermeabilisierung erfolgte 30 sec bei 42 °C und wurde anschlief’end auf Eis
2 min abgestoppt. Die Bakterien wurden mit 250 yl LB-Medium (engl. Lysogeny Broth, LB)
versetzt und 1 h bei 37 °C und 225 rpm kultiviert. Die Bakterien wurden anschlieend auf Agar-
Platten mit Antibiotikum (50 ug/ml Kanamycin bzw. 100 pg/ml Ampicillin) ausplattiert und bei

37 °C uber Nacht kultiviert. Die uUber Nacht gewachsenen E.coli Kolonien wurden fiur

63



Plasmidpraparation in LB-Medium vervielfaltigt und die DNA wurde mittels GeneJET Plasmid
Miniprep  Kit oder NucleoBond® Xtra high-copy Midi Kit isoliert. Die DNA-

Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels Nanodrop.

7.2 Adenovirus-Produktion

In dieser Arbeit wurde ein replikationsdefizientes Adenovirus Serotyp 5 der 2. Generation, mit
deletierten E1 du E3 Proteinen, produziert [160]. Zur Generierung des Virus wurde das
Gateway® System (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) verwendet. Hierfir wurden die

Transgene in das pEntr-Plasmid kloniert und anschlieftend in den pDest-Vektor rekombiniert.

a) Rekombination

Fir die Rekombination wurden je 150 ng des Transgen-kodierenden pEntr-Plasmids bzw.
pDest-Vektors und 2 uL Gateway® LR Clonase® Enzyme Mix in einem Gesamtvolumen von
10 pl mit TE-Puffer verdiinnt. Die Rekombination erfolgte 1 h bei 25 °C. Anschlief’end wurde
der Ansatz mit 1 pl Proteinase K-Lésung (2 pg/uL) versetzt und weitere 10 min bei 37 °C
inkubiert. Zur Selektion wurden 5 ul des Rekombinationsansatzes in NEB 5-alpha Competent
E. coli transformiert und Uber Nacht auf Agar-Platten mit Ampicillin bei 37 °C kultiviert. Der
Transgen-kodierende pDest Vektor wurde mittels NucleoBond® Xtra high-copy Midi Kit
isoliert. Der pDest Vektor wurde anschlieRend mittels Restriktionsverdau linearisiert. Fir den
Restriktionsverdau wurden 12 ug des pDest Vektors, 1,6 pl Pacl FastDigest, 1x FastDigest
Puffer mit ddH.O in einem Gesamtvolumen von 100 yL verdinnt. Der Restriktionsverdau
erfolgte 1 h bei 37 °C. Die Enzyminaktivierung erfolgte 10 min bei 65 °C. Durch die zweifach
vorkommende Pacl-Restriktionsschnittstelle wurden Adenovirus-unspezifische Sequenzen

entfernen und das Konstrukt linearisiert.

b) Transfektion

Fir die Transfektion wurden 9 pl Lipofectamin2000 bzw. 3 ug des Pacl-geschnittenen pDest-
Vektors in jeweils 500 yl DMEM 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Beide Lésungen wurden
anschlielend vermengt und weitere 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Mixtur wurde
tropfenweise auf 50 % HEK293-Zellen, kultiviert in einer T75-Flasche (10 % FCS,
1 % Glutamin, DMEM), gegeben. Die transfizierten HEK293-Zellen wurden solange kultiviert
und expandiert bis sie sich vom Zellboden abrundeten und l6sten (37 °C, 5 % CO,). Die
Adenoviren-enthaltenden HEK293-Zellen und Medium wurden gesammelt und das Virus
durch drei Einfrier-Auftau-Zyklen bei -80 °C und 37 °C und Vortexen freigesetzt. Adenovirus-
enthaltender Uberstand wurde 10 min bei 3300 rpm von Zelldebris getrennt und fir weitere

Virusamplifikation verwendet.
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c) Amplifikation und Dichtegradient-Zentrifugation

Zur Virenamplifikation wurden 80 %-konfluente HEK293-Zellen mit Adenovirus-enthaltendem
Uberstand (siehe 7.2 b) Transfektion), verdinnt im Verhaltnis 1 zu 7 mit HEK293-
Transduktionsmedium (8 % FCS, 1% Glutamin, 1 % Penicillin-Streptomycin, DMEM),
transduziert. Sobald sich 50 % der HEK293-Zellen vom Plattenboden geldst haben, wurden
die Adenovirus-enthaltenden HEK293-Zellen geerntet. Die Zellen wurden 5 min bei 840 rpm
vom Medium abgetrennt und das Zellpellet wurde in Virus-Puffer aufgenommen (6 ml Virus-
Puffer pro maximal 40 Zellkulturplatten, 150 cm?). Das Adenovirus wurde durch drei Einfrier-
Auftau-Zyklen bei -80 °C und 37 °C und Vortexen aus den Zellen freigesetzt und mittels
Dichtegradientenzentrifugation aufkonzentriert und isoliert.

Fur die Dichtegradientenzentrifugation wurden 3,5 ml Césiumchlorid-Puffer 1 (1,25 M CsCl)
mit 3,5 ml Césiumchlorid-Puffer 3 (1,40 M CsCl) unterschichtet. AnschlieRend wurden 8,5 mi
Adenovirus, aufgefullt mit Virus-Puffer, Gberschichtet. Die erste Ultrazentrifugation erfolgte bei
langsamer Beschleunigung und Bremse 1 h bei 30.000 rpm und 10 °C. Die Virusbande wurde
mit einer Kanule und Spritze abgenommen und wahrend einer weiteren Ultrazentrifugation
nochmals aufgetrennt. Fur die zweite Ultrazentrifugation wurden 11 ml Césiumchlorid-Puffer 2
(1,34 M CsCl) mit Virus aus der ersten Ultrazentrifugation, verdiunnt in Virus-Puffer,
Uberschichtet. Das Virus wurde bei langsamer Beschleunigung und Bremse 18 h bei
30.000 rpm und 10 °C aufgereinigt. Die Adenovirusbande mit intakten Partikeln wurde mithilfe
einer Kanlle und Spritze abgenommen und in Dialysepuffer (1x) umgepuffert (finfmal, je 1 h).

Das Adenovirus wurde aliquotiert bei - 80 °C gelagert.

d) Inmunhistochemische Adenovirus-Titration

Far die Adenovirus-Titration wurden die Wells einer 24-Well-Platte mit 5 pg/ml poly-L-Lysin
(verdinnt in PBS) beschichtet, 1 h bei 37 °C inkubiert und mit bidestilliertem sterilem Wasser
ausgewaschen. Es wurden 2,5 x 10° HEK293-Zellen in 1 ml HEK293-Kultivierungsmedium
(10 % FCS, 1 % Glutamin, 1 % Penicillin-Streptomycin, DMEM) in den Wells ausplattiert und
1 h bei 37 °C und 5 % CO: kultiviert. Danach wurde das isolierte Adenovirus (siehe 7.2 c)
Amplifikation und Dichtegradient-Zentrifugation) in HEK293-Kultivierungsmedium verdinnt
und auf die HEK293-Zellen gegeben (Verdiinnungsfaktor 10, 107 und 108, je Quadruplikate).
Die infizierten HEK293-Zellen wurden weitere 36-48 h bei 37 °C und 5 % CO- kultiviert.
HEK293-Zellen wurden mit 0,5 ml kaltem Methanol 20 min bei - 20 °C fixiert. Das Methanol
wurde danach durch drei-fachen Waschschritt mittels 1 % BSA, verdinnt in PBS, 5 min unter
Schwenken entfernt. Zur Farbung der adenoviralen Hexon-Proteine wurden 0,25 ml anti-
Hexon-Antikérper (Meerrettichperoxidase-gekoppelt), verdinntin 1 % BSA/PBS im Verhaltnis
1 zu 1000, hinzugegeben und 1 h bei Raumtemperatur unter Schwenken inkubiert. Der

Antikérper wurde anschlieBend durch drei-fachen Waschschritt mittels PBS 5 min unter
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Schwenken ausgewaschen. Immunhistologische Farbung infizierter HEK293-Zellen erfolgte
durch Inkubation mit 0,2 ml DAB-Lésung (3,3'-Diaminobenzidin, DAB; 1 Tropfen DAB-Substrat
verdinnt in 1 ml DAB-Puffer) 10 min bei Raumtemperatur unter Schwenken. Die
Oxidationsreaktion wurde durch zwei-faches Waschen mittels PBS gestoppt. Die HEK293-
Zellen wurden in PBS aufgenommen und positive Zellen unter dem Mikroskop ausgezahlt. Der
Virus-Titer wurde durch relative Titration gegen ein Kontroll-Adenovirus, dessen Titer mittels
Plaque-Assay bestimmt worden war, in Plaque-bildenden Einheiten (engl. plaque foming units,
pfu) kalkuliert.

7.3 Adenovirale Infektion

Zur Infektion wurde das Adenovirus in isotonischer Kochsalzlésung (0,9 % NaCl) in einem
Gesamtvolumen von 100 pl verdinnt und nach Aufwarmen der Mause unter Infrarotlicht

intravends (i.v.) in die Schwanzvene injiziert.

7.4 Adoptiver T-Zell-Transfer

Zum adoptiven T-Zell-Transfer wurden CD8 T-Zellen aus Milz und Lymphknoten einer
CD45.1 OT-I Maus isoliert (siehe 7.6 a) Lymphozyten-Isolation aus Milz und Lymphknoten).
Es wurden 100 naive CD8 T-Zellen in 100 yl PBS i.v. in die Schwanzvene einer C57BL6
Empfangermaus injiziert. Zum Transfer zytotoxischer T-Zellen wurden naive CD8 T-Zellen
in-vitro aktiviert (siehe. 7.7 In-vitro-Aktivierung von zytotoxischen OT-I T-Zellen), in 100 yl PBS

verdunnt und i.v. in die Schwanzvene einer C57BL6 Empfangermaus injiziert.

7.5 In vivo Depletion von Immunzellen

CD8 T-Zellen wurden durch i.v. Gabe von 30 pg anti-Maus CD8a (Klon 2.43), verdinnt in
100 pl PBS, einmal die Woche depletiert.

NK1.1 Zellen wurden durch i.v. Gabe von 300 ug anti-Maus NK1.1 (Klon PK136), verdinnt in
100 pl PBS, einmal die Woche depletiert.

CD4 T-Zellen wurden durch i.p. Gabe von 300 pg anti-Maus CD4 (Klon GK1.5), verdunnt in
100 pl PBS, zweimal die Woche depletiert.

7.6 Isolation primarer Zellen

a) Lymphozyten-Isolation aus Milz und Lymphknoten

Mause wurden durch zervikale Dislokation erlost und ihnen wurden Milz und Lymphknoten
entnommen. Zur Isolation der Lymphozyten wurden Milz und Lymphknoten mechanisch durch
ein Metallsieb zerkleinert und in PBS aufgenommen. Die Zellen wurden bei 1500 rpm, 4 °C

und 5 min pelletiert. Erythrozyten wurden 3 min in 2 ml ACK-Lysepuffer lysiert. Der

66



ACK-Lysepuffer wurde mittels PBS ausgewaschen und die Zellen wurden durch ein
Nylon-Sieb (2 uym) gefiltert.

CD8 T-Zellen wurden mithilfe magnetischer Zellseparation und des Naiv CD8 T-Zell-
Isolationskits nach Standardprotokoll isoliert. Dendritische Zellen wurden mithilfe

magnetischer Zellseparation und der CD117c MicroBeads nach Standardprotokoll isoliert.

b) Lymphozyten-Isolation aus Leber

Zur lIsolation von Lymphozyten aus der Leber wurde die Maus durch zervikale Dislokation
erlést und die Leber durch die Pfortader und mit durchtrennter Vena cava mit PBS perfundiert
(Flussgeschwindigkeit 6 ml/min). Die Leber wurde entnommen, mechanisch durch ein
Metallsieb (100 pym) zerkleinert und mit PBS gewaschen (5 min bei 1500 rpm). Das Zellpellet
wurde in 8 ml GBSS und 0,125 U/mg Kollagenase Typ 2 aufgenommen und 10 min bei 37 °C
unter Schutteln inkubiert. Die Kollagenase wurde durch einen Waschschritt mit PBS und
Zentrifugation 5 min bei 1500 rpm entfernt. Das Zellpellet wurde in 3 ml 40 % Percoll/PBS
aufgenommen und auf 3 ml 80 % Percoll/PBS geschichtet. Zur Herstellung des 100%-igen
Percoll wurde das reine Percoll im Vorfeld im Verhaltnis 9 zu 1 in 10x PBS angesetzt. Die
Zellen wurden 20 min bei Raumtemperatur und 1400 rpm (Beschleunigung 7, Bremse 1)
aufgetrennt. Nach der Dichtegradientenzentrifugation wurden die Lymphozyten abgenommen,
in PBS gewaschen und in PBS aufgenommen.

Antigen-erfahrene CD8 T-Zellen wurden mit magnetischer Zellseparation und des Naiv CD8
T-Zell-Isolationskits, ohne Verwendung der anti-CD44 MicroBeads, nach Standardprotokoll

des Herstellers angereichert.

c) Isolation und Kultivierung priméarer muriner Hepatozyten

FUr Isolation primarer muriner Hepatozyten wurde Mausen 300U Heparin in
150 pl isotonischer Kochsalzlésung (0,9 % NaCl), sowie 200 pl einer 5 %-igen Ketamin- und
20 mg/mL Xylazin-Lésung, gemischt im Verhaltnis 3 zu 1, intraperitoneal (i.p.) verabreicht.
Nach 5 min Einwirkzeit wurde die Leber mit EGTA-Puffer A 8 min durch die Pfortader und mit
durchtrennter Vena cava perfundiert (Flussgeschwindigkeit 6 ml/min). Nachfolgend wurde mit
40 ml Kollagenase-Puffer B perfundiert und die Leber entnommen. Die Leber wurde Uber
einem Sieb (300 uym) mit einer Pinzette geweitet und die Hepatozyten mit Suspensions-
Puffer C ausgespult. Die Hepatozyten wurden 2 min bei 50xg pelletiert, zwei-fach mit
Suspensions-Puffer C gewaschen und durch ein Sieb gefiltert (100 ym). Zur Abtrennung toter
Hepatozyten wurde eine Percoll-Dichtegradientenzentrifugation durchgefihrt. Hierfur wurde
Percoll im Verhaltnis 1 zu 10 in PBS (10x) angesetzt. Daraus wurden eine 50 %-ige
Percoll/William's E Medium-Lésung und eine 80 %-ige Percoll/PBS-Losung hergestellt. Das

Hepatozyten-Pellet wurde in 5 ml 50 %-iger Percoll/William's E Medium-Lésung
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aufgenommen und mit 55 ml 80 %-iger Percoll/PBS-Losung unterschichtet. Die
Dichtegradientenzentrifugation erfolgte 20 min bei 600xg. Tote Zellen wurden abgenommen
und die restliche Zellsuspension zwei-fach mit Suspensions-Puffer C 2 min bei 50xg
gewaschen.

Es wurden 10000 primare murine Hepatozyten in Anhaft-Medium (10 % FCS) in einer Kollagen
R-beschichteten 96-Well-Platte ausplattiert und bei 37 °C und 5 % CO- kultiviert. Die 96-Well-
Platte wurde mit Kollagen R, verdinnt im Verhaltnis 1 zu 10 in bidestilliertem Wasser, 30 min
bei 37 °C beschichtete und mit bidestilliertem Wasser gewaschen. 2 h nach Anhaften der
Hepatozyten wurde das Medium Uber-Nacht-Medium (1 % FCS) gewechselt. Am Folgetag
wurden die Hepatozyten drei-fach mit Hank's Balanced Salt Solution (HBSS) gewaschen und
in Erhaltungs-Medium (ohne FCS) kultiviert.

7.7 In vitro Aktivierung von zytotoxischen OT-l T-Zellen

Zur Generierung zytotoxischer OT-l1 T-Zellen wurden Lymphozyten aus der Milz und
Lymphknoten einer OT-I Maus isoliert (siehe 7.6 a) Lymphozyten-Isolation aus Milz und
Lymphknoten). Es wurden 200 x 10° Lymphozyten in T-Zellmedium und 0,25 mg/ml
Ovalbumin aufgenommen und in einer Zellkulturflasche (175 cm?) bei 37 °C und 5 % CO;
kultiviert. An Tag 2 nach Isolation wurden das T-Zellmedium erneuert und Interleukin-2
(1000 U/ml) hinzugefligt. An Tag 4 nach Isolation wurden expandierte OT-I T-Zellen bei 1500
rem 5 min pelletiert. Das Zellpellet wurde in 10 ml T-Zellmedium aufgenommen und mit 2 ml
Pancoll unterschichtet. Es wurde eine Dichtegradientenzentrifugation 20 min bei
Raumtemperatur und 1400 rpm (Beschleunigung 7, Bremse 1) durchgefiihrt. Lebende,
aktivierte OT-I T-Zellen wurden nach dem Gradienten in PBS gewaschen und in PBS oder T-
Zellmedium aufgenommen.

Zytotoxische OT-I T-Zellen wurden entweder adoptiv in Empfangermause transferiert (siehe
7.4 Adoptiver T-Zell-Transfer), aufgenommen in PBS, oder in fur einen Zellproliferations-Assay

(siehe 7.14 CD8 T-Zellproliferations-Assay) verwendet, aufgenommen in T-Zellmedium.

7.8 Biolumineszenz- und Fluoreszenz-Bildgebung

Fir Quantifikation der adenoviralen Infektion mittels Biolumineszenz wurden Mause mit 2,5 %
Isofluran angereicherten Sauerstoff narkotisiert und es wurden 100 pl D-Luziferin-K-Salt
(50 mM) i.p. injiziert. 5 min nach Injektion wurden die Mause mittels IVIS Lumina LT-Series Ill,
PerkinElmer vermessen und Photonen pro Sekunde (photons/sec) im Leberbereich mittels der
Software Living Image® 4.5, PerkinElmer quantifiziert.

Fir Quantifikation der adenoviralen Infektion in praparierten Organen (Milz, Darm, Lunge,
Niere, Leber) wurden 100 pl D-Luziferin-K-Salt (50 mM) auf die Oberflache des jeweiligen

Organs gegeben und 5 min danach die Biolumineszenz detektiert. Alternativ zur
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Biolumineszenz, wurde in den Organen die adenovirale Infektion mithilfe der iRFP720-

Floreszenz mittels VIS Lumina LT-Series Ill, PerkinEImer gemessen.

7.9 Alanin-Aminotransferase-Test

Zur Detektion des Leberschadens mittels Alanin-Aminotransferase (ALT) wurde den Mausen
32 ul Blut aus der Kaudalvene entnommen. Das Blut wurde auf die Reflotron GPT Teststreifen,
Hoffmann-La Roche gegeben und mittels Blutanalysegerat Reflotron, Hoffmann-La Roche

untersucht.

7.10 Immunhistochemie

Die immunhistochemische Farbung der Leber wurde am Institut fur Pathologie, Technische
Universitat Minchen unter Leitung von Dr. Katja Steiger durchgefuhrt.

Die Maus wurde durch zervikale Dislokation erlost, die Leber mit PBS perfundiert und es
wurden 4 mm dicke Streifen aus dem linken Leberlappen sowie Lobus caudatus geschnitten.
Die Leberproben wurden in 4 % neutral-gepufferter Paraformaldehyd-Losung 48 h fixiert, in
PBS umgepuffert und dehydriert. Dehydrierte Leberproben wurden in Paraffin eingebettet und
in 2 ym dicke Sektionen geschnitten. Farbung von GFP und HBcore Protein erfolgte am
BondMax RXm System, Leica mit Primarantikdrper gegen GFP, verdinnt im Verhaltnis
1zu 500 mit Antikérperverdiunnungs-Losung, und gegen HBcore Protein, verdinnt im
Verhaltnis 1zu 50 mit Antikérperverdinnungs-Lésung. Die Leber-Sektionen wurden
deparaffiniert und 30 min mit Epitope Retrieval solution 1 vorbehandelt. Die Antikdrper wurden

mit Polymer Refine detection kit (ohne Post Primary Reagent) und DAB-LOsung gefarbt.

7.11 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion

Zur Quantifizierung der adenoviralen Infektion mittels quantitativer Polymerase-Kettenreaktion
(qPCR) wurden Lebern aus infizierten Mausen isoliert und genomische DNA aus dem linken
Leberlappen mithilfe des NucleoSpin® Tissue Kit, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG nach
Standardprotokoll isoliert. Es wurden 50 ng genomischer DNA, je 5puM Forward- und
Reverse-Primer und 5 ul TakyonTM No Rox SYBR® MasterMix dTTP Blue, Eurogentec,
verdunnt in PCR-Wasser, eingesetzt. Zur absoluten Quantifizierung der adenoviralen Kopien
wurde eine Verdinnungsreihe von 10" — 10'° Kopien pAdHBV Track-Plasmid angesetzt. Die
PCR-Reaktion wurde am LightCycler® 480 Il System, Hoffmann-La Roche nach folgendem
Protokoll durchgefuhrt:
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Programm Temperatur Temperaturanstieg Dauer

Denaturierung 95 °C 4.8 °C/sec 10 min
Zyklus (45x)
Denaturierung 95 °C 4.4 °C/sec 20 sec
Annealing 60 °C 2,2°C/sec 10 sec
Extension 72 °C 4.8 °C/sec 60 sec
Schmelzkurve 65-95°C 0,11 °C /sec

Kalkulation der absoluten adenoviralen Kopien in den Proben erfolgte mithilfe der Software
Lightcycler 480 Software 1.5.1.62 SP2, Hoffmann-La Roche.

7.12 Quantifizierung HBeAg in Blutplasma

Zur Quantifizierung des Serummarkers HBeAg nach Ad-HBV-Luc Infektion wurde den M&usen
Blut aus der Vena facialis entnommen. Das Blut wurde in Microvetten® 500 LH-Gel, Sarstedt
AG & Co. KG 5 min bei 10000xg zentrifugiert und das Plasma, verdunnt in PBS, am Institut
fur Virologie, Technische Universitdt Minchen unter Leitung von Prof. Ulrike Protzer
untersucht. Die Messung der Plasmaproben erfolgte am ARCHITECT i1000SR System,
Abbott Laboratories nach Standardprotokoll des ARCHITECT HBeAg Reagent Kits, Abbott

Laboratories.

7.13 CD8 T-Zell-Zytotoxizitatsassay

Es wurden primare murine Hepatozyten isoliert und 10000 Zellen pro Well einer xCELLigence-
96-Well-Platte in Erhaltungs-Medium bei 37 °C und 5 % CO: kultiviert (siehe 7.6 c) Isolation
und Kultivierung primérer muriner Hepatozyten). 24 h nach Isolation wurden primare murine
Hepatozyten mit Multiplizitdt der Infektion (engl. multiplicity of infection, MOI) von 5 des
Adenovirus infiziert. Zur Infektion wurde das Adenovirus im Verhaltnis 1 zu 5 in murinem
Zellplasma gemischt, 10 min bei Raumtemperatur inkubiert, nachfolgenden in PBS verdunnt
und zu den primdren murinen Hepatozyten gegeben. Zur Gewinnung des murinen Zellplasma
wurde Mausen Blut tUber Vena facialis abgenommen und 5 min bei 1500 rpm zentrifugiert.
Infizierte primare murine Hepatozyten wurden bei 37 °C und 5 % CO; kultiviert. 48 h nach
adenoviralen Infektion wurden die Hepatozyten unter Umstadnden mit 200 nM SIINFEKL
beladen, das Erhaltungs-Medium gegen T-Zellmedium ausgetauscht und mit CD8 T-Zellen ko-
kultiviert. Fur die Ko-Kultur wurden entweder Antigen-erfahrene CD8 T-Zellen aus der Leber
infizierter Mause isoliert (siehe 7.6 b) Lymphozyten-Isolation aus Leber) oder in vitro aktivierte
CD8 T-Zellen (siehe 7.7 In-vitro-Aktivierung von zytotoxischen OT-I T-Zellen) generiert.
Hepatozyten-Zelltod und indirekte CD8 T-Zell-Zytotoxizitat wurden mithilfe des xCELLigence
Real-Time Cell Analysis (RTCA) Systems, ACEA Biosciences, Inc. verfolgt.
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7.14 CD8 T-Zellproliferationsassay

Es wurden (1) naive CD44"°% OT-l T-Zellen aus Milz und Lymphknoten einer nicht infizierten
OT-I Maus, sowie (2) CD11c" dendritische Zellen aus einer C57BL6 Maus, 6 h infiziert mit Ad-
CMV-GOL bzw. Ad-TTR-GOL, isoliert (siehe 7.6 a) Lymphozyten-Isolation aus Milz und
Lymphknoten). Naive CD44"" OT-I T-Zellen wurden mit CD11c* dendritischen Zellen in CD8
T-Zellmedium bei 37 °C und 5 % CO2 ko-kultiviert. Als Positiv-Kontrolle wurden CD11c-
positiven DCs mit 200 ug/ml Ovalbumin beladen. Fur die Analyse der Zellproliferation wurden
die Zellen nach Standradprotokoll des Herstellers mit CFSE markiert (Cell Division Tracker Kit,
BioLegend Inc., San Diego, USA). An Tag 1 nach Ko-Kultur wurden OT-I T-Zellen mittels
Durchflusszytometrie  auf  Aktivierung und  Expansion  analysiert (siehe 7.16

Durchflusszytometrie).

7.15 Ex vivo CD8 T-Zellrestimulation

Es wurden Lymphozyten aus der Leber infizierter Mause (siehe 7.6 b) Lymphozyten-Isolation
aus Leber) isoliert. Es wurden 5 x 10° Lymphozyten pro Well einer 96-Well-Platte (F) 18 h in
T-Zellmedium, 10 nM SIINFEKL-Peptid und 3 pg/ml Brefeldin A bei 37 °C und 5% CO-
kultiviert. Als Positiv-Kontrolle wurden Lymphozyten mit 2 ul/ml Cell Stimulation Cocktail (500x)
und 3 pg/ml Brefeldin A behandelt. Nach Re-Stimulation wurden die Lymphozyten
durchflusszytometrisch auf Produktion von TNF und IFN-y untersucht (siehe 7.16

Durchflusszytometrie, b) Intrazellulére Farbung).

7.16 Durchflusszytometrie

Die durchflusszytometrische Analyse wurden am (1) SP6800 Spectral Analyzer, Sony
Biotechnology Inc. oder am (2) LSRFortessa™, BD Biosciences durchgefihrt. Die am SP6800
Spectral Analyzer, Sony Biotechnology Inc. generierten Daten wurden durch Spectral
Unmixing mithilfe der Software SP6800 Spectral Analyzer, Sony Biotechnology Inc.
kompensiert. Die am LSRFortessa™, BD Biosciences aufgenommenen Daten wurden
manuell mit der Software FlowJo 10.5.3 kompensiert. Alle Daten wurden mit FlowJo 10.5.3

ausgewertet.

a) CD8 T-Zell-Rezeptor- und Oberflachen-Farbung

Fir die Detektion der Ovalbumin-spezifischen T-Zell-Rezeptoren auf CD8 T-Zellen aus
C57BL/6J Mausen wurden H-2 Kb/SIINFEKL-Dextramere, Immudex ApS verwendet. Fur
Detektion der HBcore-spezifischen T-Zellezeptoren auf CD8 T-Zellen aus C57BL/6J Mausen
wurden H-2 Kb/MGLKFRQL-Pentamere, Prolmmune Ltd. verwendet.
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Fir die Farbung wurden Lymphozyten in einer 96-Well-Platte (V) bei 1600 rpm 2 min palettiert
und in 30 yl H-2 Kb/SIINFEKL-Dextramer bzw. H-2 Kb/MGLKFRQL-Pentamer, verdinnt im
Verhaltnis 1 zu 10 mit FACS-Puffer 40 min auf Eis inkubiert. Nachfolgend wurden Antikérper
fur die Oberflachen-Farbung (einschliellich Lebend/Tot-Farbstoff), verdinnt in 30 ul FACS-
Puffer, hinzugegeben und weitere 30 min bei 4 °C inkubiert. Ovalbumin-spezifische CD8 T-
Zellen wurden mit anti-CD8a (Klon 53-6.7), verdinnt 1 zu 200, und HBcore-spezifische CD8
T-Zellen mit anti-CD8a (Klon KT15), verdinnt 1 zu 260, gefarbt. Nach der Farbung wurden die
Antikérper mit PBS bei 1500 rpm 5 min zwei-fach ausgewaschen. Ovalbumin-spezifische CD8
T-Zellen wurden in PBS aufgenommen und durchflusszytometrisch untersucht. HBcore-
spezifische CD8 T-Zellen wurden 30-60 min in /C Fixation Buffer bei Raumtemperatur fixiert,

in PBS gewaschen, in PBS aufgenommen und durchflusszytometrisch untersucht.

b) Intrazelluldre Farbung

Zunachst wurde auf ex-vivo re-stimulieten Lymphozyten (siehe 7.15 Ex-vivo
CD8 T-Zellrestimulation)  eine  Oberflachen-Farbung  durchgefihrt  (siehe 7.16
Durchflusszytometrie, a) CD8 T-Zell-Rezeptor- und Oberflachen-Farbung). Nachfolgend
wurden die Zellen 30 min in /IC Fixation Buffer bei Raumtemperatur fixiert. Die Lymphozyten
wurden in 1x Permebealization Buffer, verdinnt in PBS, gewaschen (1500 rpm 5 min).
Palettierte Zellen wurden mit anti-TNF und anti-IFN-y, verdinnt in 7x Permebealization Buffer,
20 min bei 4°C gefarbt, mit PBS gewaschen, in PBS aufgenommen und

durchflusszytometrisch untersucht.

c) Internukleare Farbung

Zunachst wurde auf Lymphozyten eine Oberflachen-Farbung durchgefiihrt (siehe 7.16
Durchflusszytometrie, a) CD8 T-Zell-Rezeptor- und Oberflachen-Férbung). Die Lymphozyten
wurden zwei-fach in PBS gewaschen und 30 min bei 4 °C mit 1x Fixation/Permeabilization-
Lésung des Foxp3/ Transcription Factor Staining Buffer Set permeabilisiert. Die Lymphozyten
wurden in 71x Permebealization Buffer, verdinnt in bidestilliertem Wasser, zwei-fach
gewaschen und mit anti-TCF1/TCF7 (Klon C63D9) Primarantikorper, verdinnt 1 zu 100 in
1x Permebealization Buffer, 1 h bei 4 °C gefarbt. Die Antikdrper wurden zwei-fach mit
1x Permebealization Buffer ausgewaschen und mit Sekundarantikdrper aRabbit IgG (Klon
Poly4064, BV421 gekoppelt), anti-GrzB (Klon GB11) und anti-TOX (Klon TXRX10), verdunnt
im Verhaltnis 1 zu 200 in 7x Permebealization Buffer, 30 min bei 4 °C gefarbt. Die Antikérper
wurden zwei-fach mit 7x Permebealization Buffer ausgewaschen und die Lymphozyten
wurden 1 h in /C Fixation Buffer bei Raumtemperatur fixiert. Die Lymphozyten wurden
anschliefend in PBS gewaschen, in PBS aufgenommen und durchflusszytometrisch

untersucht.
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7.17 Maushaltung

Die Mause wurden unter spezifischen Pathogen-freien (SPF) Bedingungen am Klinikum rechts
der Isar, Technische Universitdt Minchen nach ,Federation of Laboratory Animal Science
Association“ gehalten. Die Tiere wurden in individuell bellifteten Kafigen gehalten und die
Klimatisierung mithilfe des Systems ScanClime Minic°, Scanbur A/S gewéhrleistet. C57BL/6J
Mause wurden von Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle, Frankreich bezogen. Es wurden

mannliche Mause zwischen 6 und 10 Wochen Alter verwendet.

7.18 Statistik

Die Datenauswertung erfolgte mithilfe von Prism fiir Mac OS X Version 7.0c, GraphPad
Software. Die Datenpunkte zeigen einen Mittelwert (engl. Mean) einer Gruppengréf3e von n
mit Standardabweichung (engl. standard deviation, SD) an. Zur Berechnung der Signifikanz
zwischen zwei Gruppen wurde ein Zweistichproben-t-Test durchgefiihrt. Die Signifikanzen

sind angegeben als ns nicht signifikant; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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Transthyretin

engl. World Health Organization
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