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ZUSAMMENFASSUNG

1. ZUSAMMENFASSUNG

Virale Infektionen flhren zu einer starken Immunaktivierung. Ein Teil dieser Aktivierung ist auf eine Stimulation von
Toll-like Rezeptoren (TLR) zuriickzufiihren, die wéhrend einer Virusinfektion deutlich starker verlauft als eine
Aktivierung ausschlielRlich Gber Toll-like Rezeptor Liganden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese aufgestellt, dass das Immunsystem Uber spezialisierte Zellen verfigt,
die eine virale Replikation gewollt zulassen. Diese forcierende Virusreplikation fiuhrt zu einer ausreichenden
Produktion von Antigenen und Toll-like Rezeptor Liganden, die zu einer aktiven Immunantwort beitragen, solange die
Viren im Korper persistieren. Welche Rolle eine forcierende Virusreplikation hierbei speziell in der Beeinflussung von
Immunitat und Autoimmunitat hat wurde in der vorliegenden Arbeit eingehend untersucht. Anhand
unterschiedlicher muriner Infektions- und Erkrankungsmodelle konnten folgende neue Erkenntnisse im Hinblick auf
die Virusvermehrung und dessen Einfluss auf die Aktivierung des adaptiven Immunsystems und die Entstehung eines
Autoimmundiabetes (Typ | Diabetes) zusammengefasst werden.

In einem ersten Ansatz wurde das Vesicular Stomatitis Virus (VSV), ein zytopathisches Virus aus der Familie
der Rhabdoviridae, in einem Mausinfektionsmodell verwendet. Mit Hilfe der Immunfluoreszenz-Mikroskopie konnte
gezeigt werden, dass das VSV in Wildtyp Mé&usen in den CD169" metallophilen Marginalzonenmakrophagen der Milz
repliziert. Eine Sortierung dieser Zellen mittels Durchflusszytometrie und eine anschlieBende Analyse der
Genexpression mittels einer Real Time PCR zeigten erstmalig, dass eine ansteigende virale Replikation in den CD169"
Zellen mit einer Uberexpression von Usp18, einem Inhibitor des Typ | Interferon Signalweges, korreliert. Eine Usp18-
abhingige forcierende Virusreplikation in den CD169" Makrophagen ist hierbei fiir die Aktivierung des adaptiven
Immunsystems von erheblicher Bedeutung. Dieser Befund lieR sich durch eine Depletierung der CD169" Zellen oder
einem genetischen Ausschalten von Uspl8 in den Usp18'/' Mausen bestédtigen. Beides fiihrte zu einer
Verschlechterung der adaptiven Immunantwort gegen ein zytopathisches Virus. Eine daraus resultierende geringere
Produktion virus-spezifischer Antikorper fiihrte schlieflich in den UsplS'/' Mausen zu einer Ausbreitung von Virus in
die neuronalen Gewebe und letztendlich zum Tod der Versuchstiere.

In einem zweiten Ansatz wurde das Lymphozytdre Choriomeningitis Virus (LCMV) aus der Familie der
Arenaviridae in einem Autoimmundiabetes-Modell (RIP-GP Modell) verwendet. Da RIP-GP Mé&use das LCMV-
Glykoprotein (LCMV-GP) auf den pankreatischen R-Inselzellen exprimieren, kann eine Infektion mit LCMV zu einer
Induktion eines Autoimmundiabetes fiihren. In diesem Modell konnte gezeigt werden, dass eine Uspl18-abhéngige
Replikation von LCMV in dendritischen Zellen essenziell fiir eine Aktivierung Autoantigen-spezifischer CD8" T-Zellen
ist. Dies zeigt, dass der neu entdeckte Mechanismus einer forcierenden Virusreplikation wichtig ist, um die Insulin
produzierenden R-Inselzellen im Pankreas zu zerstoren und letztendlich einen Typ | Diabetes (Autoimmundiabetes)
zu induzieren. Eine Inhibierung der Virusreplikation, beispielsweise durch eine Depletierung Antigen-prasentierender
Zellen, ein genetisches Ausschalten von Usp18 oder durch Verwendung des pharmakologischen Inhibitors Ribavirin,
konnte hingegen eine Vermehrung autoreaktiver CD8" T-Zellen und letztendlich die Entstehung eines Typ | Diabetes
unterbinden.

In einem dritten und letzten Ansatz konnte das Antibiotikum Tunicamycin als ein neues
immunsupprimierendes Medikament entdeckt werden. Durch eine Inhibierung der Proliferation und zytotoxischen
Aktivitat autoreaktiver CD8" T-Zellen konnte der Entstehung eines Typ | Diabetes in den mit Tunicamycin-
behandelten Mausen vorgebeugt werden.

Zusammenfassend zeigen die prasentierten Daten in dieser Arbeit einen neuen Mechanismus der
Virusreplikation, mit dem es dem angeborenen Immunsystem einerseits gelingt eine virale Replikation durch die
Produktion von Typ | Interferon zu inhibieren und andererseits ausreichend virales Antigen fiir die Aktivierung des
adaptiven Immunsystems bereitzustellen. Bei einer Fehlregulation des Immunsystems kann dieser sonst so
bedeutende Mechanismus einer forcierenden Virusreplikation fatale Folgen haben und zur Entstehung von
Autoimmunerkrankungen wie z.B. einem Typ | Diabetes beitragen. Inwieweit dieser Mechanismus auch bei anderen
Pathogenen wichtig ist oder therapeutisch genutzt werden kann, ist Gegenstand aktueller Untersuchungen.
AbschlieRend konnte ein neues immunsupprimierendes Medikament, namens Tunicamycin, entdeckt werden, mit
dem sich T-Zell- abhingige Autoimmunerkrankungen, durch Inhibition autoreaktiver CD8" T-Zellen, vermeiden lassen.
Das Ziel zukinftiger Untersuchungen ist es die Applikationsweise und -dosis festzulegen sowie mogliche
Nebenwirkungen zu erfassen um  Tunicamycin  fir die  klinische  Anwendung zu  prifen.
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SUMMARY

2. SUMMARY

Viral infections lead to a strong immune activation. A part of this activation is due to a stimulation of Toll-like
receptors (TLR), which is much stronger during a viral infection than the activation exclusively via Toll-like receptor
ligands.

In the present work, it was hypothesized that the immune system has specialized cells that deliberately allow viral
replication. This enforced virus replication leads to sufficient production of antigens and Toll-like receptor ligands to
contribute to an active immune response as long as the viruses persist in the body. The specific role of enforced viral
replication in mediating immunity and autoimmunity was investigated in detail in the present work. By using
different mouse models of infection and disease, the following new findings, regarding virus replication and its
influence on the activation of the adaptive immune system and the development of autoimmune diabetes (type |
diabetes) are summarized below.

In a first approach, the vesicular stomatitis virus (VSV), a cytopathic virus of the family Rhabdoviridae, was
used in a mouse infection model. Using immunofluorescence microscopy, it was shown that in wild-type mice the
VSV replicated in the CD169" metallophilic marginal zone macrophages of the spleen. Sorting these cells by flow
cytometry and subsequent analysis of gene expression by real-time PCR, showed for the first time that an increased
viral replication in the CD169" cells correlated with an overexpression of Usp18, an inhibitor of the type | interferon
signaling pathway. Usp18-dependent enforced viral replication in the CD169" macrophages is of considerable
importance for the activation of the adaptive immune system. This finding was confirmed by depletion of CD169"
cells or genetic knockout of Usp18 in Usp18'/' mice, both leads to deterioration of the adaptive immune response
against a cytopathic virus. This was accompanied by a lower production of virus-specific antibodies in the Usp18'/'
mice which led to virus spreading into neuronal tissue, and finally to death of the laboratory animals.

In a second approach, the lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV) of the family Arenaviridae was used in
an autoimmune diabetes model (RIP-GP model). As the RIP-GP mice express the LCMV glycoprotein (LCMV-GP) on
the pancreatic beta-islet cells, infection with LCMV leads to induction of autoimmune diabetes. In this model, it was
shown that Usp18-dependent replication of LCMV in dendritic cells is essential for the activation of autoantigen-
specific CD8" T cells. This demonstrates that the newly discovered mechanism of enforced viral replication plays an
important role in destroying the insulin-producing beta-islet cells of the pancreas and finally in inducing type |
diabetes (autoimmune diabetes). Inhibition of viral replication, for example either by depletion of antigen-presenting
cells, genetic knockout of Usp18 or by using the pharmacological inhibitor Ribavirin, could prevent the proliferation
of autoreactive CD8" T cells and finally the development of type | diabetes.

In a third and last approach the antibiotic Tunicamycin was discovered as a new immunosuppressive drug.
By inhibition of the proliferation and cytotoxic activity of autoreactive CD8" T-cells, the development of type |
diabetes could be prevented in Tunicamycin-treated mice.

In summary, the data presented in this work describe a novel mechanism of virus replication, which is dually
crucial for the inhibition of viral replication through the production of type | interferon and also for the production of
sufficient viral antigen to activate the adaptive immune system. In a dysregulated immune system, the otherwise so
meaningful mechanism of enforced viral replication, can have fatal consequences and contribute to the development
of autoimmune diseases such as type | diabetes. To what extent this mechanism is important for other pathogens or
is exploitable therapeutically is the subject of current investigations. Finally, a new immunosuppressive drug,
Tunicamycin, was discovered, which is capable of preventing T-cell-dependent autoimmune diseases by inhibiting
autoreactive CD8" T cells. The aim of future investigations is to determine the route of administration and dose and

to detect possible adverse effects in order to approve the drug for clinical use.
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3. EINLEITUNG

3.1 Das Immunsystem

Der Kontakt des menschlichen Kérpers mit zahlreichen Mikroorganismen wie Bakterien, Viren, Pilzen,
Parasiten und Prionen flhrt nur in vereinzelten Fallen zu Gewebeschaden oder zur Entstehung einer
ernsten Erkrankung. Verantwortlich fur den Schutz des Kérpers vor dem Eindringen von Pathogenen
oder deren schnelle Eliminierung ist das Immunsystem, ein System aus spezialisierten Zellen,
lymphatischen Organen und humoralen (l6slichen) Faktoren, die den Koérper vor Infektionen schiitzen
sollen. Das Immunsystem wird hierbei in zwei Bereiche, ein angeborenes und ein erworbenes
(adaptives) Immunsystem, unterteilt, die in engem Kontakt zu einander stehen und nur gemeinsam
eine effektive Immunantwort induzieren kdnnen. Das Immunsystem soll nicht nur Schutz vor dem
Eindringen von Pathogenen bieten, sondern auch vor Autoimmunitdt und der Entstehung von

Tumoren schiitzen (Neumann, 2008).

3.1.1 Das angeborene Immunsystem

Den ersten Schutz vor einer Infektion stellen die dufleren und inneren Epitheloberflaichen des
Korpers dar. Abgesehen von der reinen physikalischen Barriere der Epithelien verfligt der Korper
auch Uber chemische Barrieren mit anti-mikrobieller Wirkung, die das Eindringen von Pathogenen in
den Korper verhindern sollen. Hierzu gehoren beispielsweise die saure Umgebung im Magen sowie
die Verdauungsenzyme im Darm (Pepsin). Des Weiteren weisen die sezernierten Enzyme im Speichel
und der Tranenflissigkeit wie das Lysozym aber auch Peptide wie die a-Defensine der
Darmschleimhaut und die R-Defensine der Lungenepithelien anti-mikrobielle Eigenschaften auf (Hof
& Dorries, 2009). Pathogene, die trotz allem die erste dufere Barriere lUberwinden und in die
Gewebe gelangen, treffen dort auf die zelluldire und humorale (l6sliche) Komponente des

angeborenen Immunsystems.

3.1.1.1 Zelluldre Komponente des angeborenen Immunsystems

Zur zellularen Komponente des angeborenen Immunsystems gehoren die Makrophagen, die
dendritischen Zellen und die Neutrophilen Granulozyten, die durch ihre hohe Phagozytoseaktivitat
gekennzeichnet sind. Des Weiteren zahlen die Mastzellen und die Natirlichen Killerzellen (NK) zur
zellularen Komponente. Die Mastzellen bieten einen Schutz gegen zahlreiche bakterielle

Infektionen und sind ein wichtiger Bestandteil allergischer Reaktionen
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(Wesolowski & Paumet, 2011). Die natirlichen Killerzellen hingegen sind auf die Zerstérung

virusinfizierter und maligner Zellen spezialisiert (Campbell & Hasegawa 2013).

3.1.1.1.1 Dendritische Zellen

Die dendritischen Zellen (DCs) wurden erstmalig im Jahre 1973 beschrieben (Steinman & Cohn 1973).
Sie sind eine heterogene Gruppe von Zellen, die sich hinsichtlich ihrer Entwicklung, ihrer
Oberflachenmarker und ihrer immunologischen Funktionen voneinander unterscheiden (Belz & Nutt,
2012). Die dendritischen Zellen werden in zwei groRe Hauptpopulationen eingeteilt: die
konventionellen dendritischen Zellen (cDCs), die auch unter dem Namen myeloide dendritische
Zellen (myDC) bekannt sind, und die plasmazytoiden dendritischen Zellen (pDCs) (Ng & Gommerman,
2013; Belz & Nutt, 2012). Die konventionellen dendritischen Zellen (cDC) sind die wichtigsten
Antigen-prasentierenden Zellen des Immunsystems (Bar-On & Jung, 2010). Sie sind in allen
lymphoiden Organen, den Grenzflichen der Gewebe und im Bindegewebe lokalisiert und sie sind
durch eine hohe Expression von MHC Klasse Il Proteinen sowie dem Integrin CD11c auf ihrer Zell-
Oberflache gekennzeichnet (Hashimoto et al., 2011). Als naive, unreife Zellen sind sie darauf
spezialisiert, Antigene aus dem Blut oder den peripheren Organen aufzunehmen, zu prozessieren
und Uber MHC-Klasse | oder Klasse Il Proteine den T-Zellen zu prasentieren. Unreife dendritische
Zellen kénnen exogene Antigene (iber Makropinozytose, Phagozytose oder (iber rezeptor-vermittelte
Endozytose aus der Umgebung aufnehmen. Eine Unterscheidung zwischen korperfremden und
korpereigenen Antigenen erfolgt hierbei Uber sogenannte Mustererkennungsrezeptoren (engl.
pattern-recognition receptors, PRRs). Diese konnen konservierte Muster, die pathogen-assoziierten
molekularen Muster (engl. pathogen-associated molecular patterns, PAMPs), die auf kdrpereigenen
Zellen nicht vorzufinden sind, auf der Oberfliche der Pathogene erkennen (Murphy et al., 2009).
Einige der wichtigsten Mustererkennungsrezeptoren sind die Toll-like Rezeptoren, die C-Typ-Lektine
und NOD-Proteine (engl. nucleotide-binding oligomerization domain protein), die unterschiedliche
molekulare Muster von Pathogenen erkennen kénnen. Pathogene kénnen nach Opsonisierung auch
Uber Komplementrezeptoren und Fc-Rezeptoren aufgenommen werden. Diese exogenen Antigene
werden im Endosom von Proteasen prozessiert und schlielllich als Peptide Gber MHC-Klasse Il
Proteine auf der Oberfliche von dendritischen Zellen prasentiert. Endogene Antigene werden
hingegen im Proteasom prozessiert und als Peptide Gber MHC-Klasse | Proteine auf der Oberflache
prasentiert. Antigen-prasentierende Zellen sind auch in der Lage Peptide von exogenen Antigenen
Uber MHC-Klasse | Proteine zu prasentieren. Die dendritischen Zellen sind die bedeutendsten Zellen
der Kreuzprasentation (Kurts, 2013; Heath & Carbone, 2009; Bedoui et al., 2009) und sind zudem fiir

das Kreuzpriming (Stimulation) (Jung et al., 2002) und fiir die Kreuztoleranz (Kurts et al., 2001)
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zustindig. Die Kreuzprisentation ist besonders wichtig, um eine zytotoxische CD8" T-Zellantwort
gegen exogene Pathogene, die Antigen-prasentierende Zellen nicht direkt infizieren, induzieren zu
kénnen. Die Kreuztoleranz kommt hingegen durch die Kreuzprasentation von Selbstantigenen
zustande, die in der Regel zur Deletion autoreaktiver zytotoxischer T-Zellen fihrt (Kurts et al., 1997).
Das zeigt, dass die konventionellen dendritischen Zellen nicht nur eine wichtige Funktion in der
Induktion einer adaptiven Immunantwort haben, sondern auch essenziell fiir die Entstehung und
Aufrechterhaltung der zentralen Toleranz sind (Steinman et al., 2003). Eine Erkennung von
Pathogenen liber die Mustererkennungsrezeptoren fiihrt zu einer Aktivierung von dendritischen
Zellen und zu einer Differenzierung von unreifen zu reifen dendritischen Zellen. Mit der
Differenzierung andern sich die phanotypischen und funktionellen Eigenschaften der dendritischen
Zelle. Im unreifen Zustand sind sie noch durch eine hohe Phagozytoseaktivitat gekennzeichnet. Im
reifen Zustand nimmt die Phagozytoseleistung ab und stattdessen werden kostimulatorische
Molekiile wie CD80, CD86 und CD40 sowie MHC Proteine auf den dendritischen Zellen hochreguliert
(Theofilopoulos et al., 2005), die fiir eine Aktivierung von Antigen-spezifischen T-Zellen notwendig
sind. Fir eine Migration in die sekunddren lymphatischen Organe wird zudem auf reifen
dendritischen Zellen sowie auf naiven T-Zellen der Chemokinrezeptor CCR7 exprimiert (Forster et al.,
2008; Ziegler et al., 2007). Aufgrund der Affinitdt von CCR7 fiir die Chemokinliganden CCL19 und
CCL21 werden peptid-beladene dendritische Zellen und naive T-Zellen in die sekundéaren
lymphatischen Organe gelockt. Eine Produktion von CCL19 erfolgt durch gp38" fibroblastische
Retikulum-Zellen (FRZs) in der T-Zellzone der sekundaren lymphatischen Organe (Link et al., 2007),
wohingegen CCL21 dort sowohl von FRZs als auch von den hochendothelialen Venolen (HEVs)
produziert wird (Carlsen et al. 2005). Dies ermoglicht somit ein Zusammentreffen von T-Zellen und
dendritischen Zellen in den sekundaren lymphatischen Organen. Trifft eine antigenspezifische T-Zelle
auf eine dendritische Zelle, die das entsprechende Antigen prasentiert, so bilden sie eine
immunologische Synapse aus (Hivroz et al., 2012; Thauland & Parker, 2010). Diese Interaktion ist fur
die Aktivierung und Effektorfunktion von T-Zellen von groRer Bedeutung (Thauland & Parker, 2010).

Die plasmazytoiden dendritischen Zellen sind im Blut und in den peripheren lymphatischen Organen
lokalisiert, wo sie nach einer Virusinfektion virale Nukleinsduren lber die Toll-like Rezeptoren (TLRs)
7 und 9 erkennen konnen (Swiecki & Colonna, 2010; Lande & Gilliet, 2010; Di Domizio et al., 2009;
Gilliet et al., 2008). Im Vergleich zu den konventionellen dendritischen Zellen weisen die
plasmazytoiden dendritischen Zellen eine deutlich geringere Kapazitat fiir die Aufnahme, die
Prozessierung und die Prdsentation von ldslichem Antigen auf (Lande & Gilliet, 2010). Sie sind eher
darauf spezialisiert groRe Mengen Typ | Interferone als Antwort auf eine virale Infektion zu
produzieren (Santana-de Anda et al., 2013; Schmidt et al., 2012; Gilliet et al., 2008; Colonna et al.,

2004). Ihre Fahigkeit besteht darin, 100-1000-fach mehr Interferon zu produzieren als andere im Blut
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befindliche Zellen (Siegal et al., 1999). Typische Oberfachenmarker muriner pDCs sind zum Beispiel
CD11c, B220, Siglec-H und BST2 (Gehrie et al., 2011), wohingegen humane pDCs kein CD11c, sondern
stattdessen CD123 und BDCA-2 (CD303) exprimieren (Schmidt et al., 2012).

3.1.1.1.2 Makrophagen

Makrophagen sind gewebsstandige, nicht-migratorische Zellen (Satpathy et al., 2012), die durch ihre
hohe Phagozytoseaktivitat gekennzeichnet sind (Wynn et al.,, 2013). Sie sind in allen Geweben
vorhanden (Hashimoto et al., 2011) und werden aufgrund ihrer Lokalisation und der Expression von
Oberflichenmarkern unterschiedlich benannt. Ein Uberblick {iber die wichtigsten Makrophagen und
deren Bezeichnungen in den unterschiedlichen Organen zeigt Tabelle 3.1. Ahnlich wie die
dendritischen Zellen erkennen Makrophagen Pathogene (ber ihre Mustererkennungsrezeptoren (wie
z.B. den Mannoserezeptor, den Scavenger-Rezeptor, die Toll-like Rezeptoren, die
Komplementrezeptoren und die Fc-Rezeptoren). Eine Erkennung von Pathogenen Uber diese
Rezeptoren flhrt in den Makrophagen zu einer Expression von MHC-Molekiilen sowie
kostimulatorischen Molekilen auf der Zell-Oberflache. Des Weiteren werden inflammatorische
Zytokine (Gordon, 2002), die zu einer Entzlindungsreaktion fiihren und weitere Immunzellen
anlocken, induziert. Im Vergleich zu dendritischen Zellen sind Makrophagen allerdings weniger
effektiv in der Induktion einer adaptiven T-Zell- vermittelten Immunantwort (van Spriel & de Jong,
2013). Dies ist darauf zurtickzufihren, dass in der Regel die Makrophagen durch die Phagozytose von
Pathogenen nicht aktiviert werden kénnen und infolgedessen diese auch nicht zerstéren kénnen
(Murphy et al.,, 2009). Eine Beseitigung der Pathogene ist erst nach einer Aktivierung des
Makrophagen durch IFN-y, welches von aktivierten T-Zellen sezerniert wird, moglich (Frucht et al.,
2001). Makrophagen spielen nicht nur eine entscheidende Rolle in der Phagozytose von
Fremdantigenen und apoptotischen Zellen, sondern sie sind auch bei der Entwicklung und
Aufrechterhaltung der Gewebshomdoostase sowie der Reparatur und Regeneration von Geweben

involviert (Stefater et al., 2011).
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Tab. 3.1: Bezeichnung und Oberflachenmarker von Makrophagen unterschiedlicher Organe

Bezeichnung der Makrophagen Organ Oberflachenmarker

Kupffer-Zellen Leber F4/80 (Lopez et al., 2011;
Movita et al., 2012)

Alveolarmakrophagen Lunge F4/80, CD45, CD11c (Song C et
al,, 2008) und CD68
(zaynagetdinov et al., 2013)

Rote Pulpa Makrophagen Milz, F4/80 (Backer et al., 2010;
rote Pulpa Nolte et al., 2004)
Marginalzonenmakrophagen Milz, SIGN-R1, MARCO (Wermeling

Marginalzone et al., 2009; Kraal & Mebius,
2006)
Metallophile Marginalzonen Makrophagen Milz, Sialoadhesin (Siglec-1, CD169)
Marginalzone (Oetke et al., 2006; York et al.,
2007)
“Tingle body” Makrophagen Milz, CD68 (Taylor et al., 2005)

weille Pulpa

3.1.1.2 Humorale Komponente des angeborenen Immunsystems

Zu der loslichen (humoralen) Komponente des angeborenen Immunsystems gehéren neben dem
Komplementsystem, das sich aus mehr als 25 Serumproteinen zusammensetzt, auch die Akute-
Phase-Proteine sowie zahlreiche Chemokine und Zytokine. Zu letzteren werden auch die Interferone

gezahlt.

3.1.1.2.1 Typen von Interferonen

Als Antwort des Wirtes auf ein Pathogen werden eine Reihe unterschiedlicher Zytokine produziert,
ein besonders wichtiges Zytokin sind die Interferone. Interferone wurden erstmalig von Isaacs und
Lindenmann im Jahre 1957 in Zellkulturen (in vitro) entdeckt und als l6sliche Proteine mit anti-viraler
Aktivitat beschrieben (lsaacs & Lindenmann, 1957). Mittlerweile unterscheidet man drei

verschiedene Typen von Interferonen.
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Die Typ | Interferon Familie besteht aus IFN-a, IFN-B, IFN-g, IFN-k, IFN-® und IFN-3. Im Menschen
sind 13 und in Mausen 14 unterschiedliche IFN-a Subtypen bekannt (Ng & Gommerman, 2013; van
Pesch et al., 2004). Die Interferone -a. und —8 stellen hierbei die beiden wichtigsten Vertreter dieser
Familie dar. Der Rezeptor fir die Typ | Interferon Familie ist der Interferon-alpha-Rezeptor (IFNAR),
der sich aus der IFNAR1 und IFNAR2 Untereinheit zusammensetzt (Sadler & Williams, 2008). Die Typ |
Interferone (IFN-ai/IFN-B) werden wahrend der friihen Phase einer Infektion von fast jeder Wirtszelle
produziert (Ng & Gommerman, 2013). Die Produktion von Interferonen gehort zur ersten
Verteidigungslinie einer viralen Infektion und hat die Funktion, eine Infektion bis zum Einsetzen der
adaptiven Immunantwort unter Kontrolle zu halten. Typ | Interferone sind vor allem durch ihre anti-
viralen, anti-proliferativen (Francois-Newton et al.,, 2012) sowie immunmodulatorischen
Eigenschaften gekennzeichnet (Gonzalez-Navajas et al., 2012)

Die Typ Il Interferon Familie besteht hingegen nur aus einem einzigen Zytokin, dem IFN- y. Dieses
verfligt ebenfalls Gber antivirale Eigenschaften, kann aber nicht direkt durch eine Virusinfektion
induziert werden. IFN-y wird primar von aktivierten Natirlichen Killerzellen (NK) und T-Zellen
produziert (Borrow et al., 2010; Meyer, 2009). Der Rezeptor fir das IFN-y ist der Interferon-gamma-
Rezeptor (IFNGR), der sich aus der IFNGR1 und IFNGR2 Untereinheit zusammensetzt.

Die Typ Il Interferon Familie besteht aus drei IFN- A Subtypen, IFN-A1 (IL-29), IFN-A2 (IL-28A) und
IFN- A3 (IL-28B), die an den IFNAR binden. Der IFNAR besteht aus zwei Rezeptoruntereinheiten, dem
IL28RA und dem IL10Rp. Die Typ Il Interferon Familie weist im Vergleich zu den beiden anderen
Interferon Familien eine Ahnlichkeit zu den Mitgliedern der Interleukin-10 (IL-10) Familie auf
(Gonzalez-Navajas et al., 2012). Sie verfligen allerdings ebenso iber anti-virale Eigenschaften (Ank &
Paludan, 2009; Ank et al., 2008; Kotenko et al., 2003) und kénnen die Expression IFN-stimulierender
Gene (ISGs) induzieren (Gad et al., 2009).

3.1.1.2.2 Der Typ | Interferonsignalweg

Der Typ | Interferonsignalweg wird durch die Bindung von IFN-a/IFN-B an den Typ |
Interferonrezeptor (IFNAR) induziert. Dies fihrt zu einer Aktivierung des JAK-STAT Signalweges, der
die Induktion IFN-stimulierender Gene (ISGs) vermittelt (Abbildung 3.1). Der Typ | Interferon-alpha
Rezeptor (IFNAR) ist ein heterodimerer Zelloberflichenrezeptor, der fast von jedem Zelltyp
exprimiert wird (de Weerd et al.,, 2007). Dieser Rezeptor setzt sich aus zwei Untereinheiten, der
IFNAR1 und der IFNAR2 Untereinheit, zusammen. Die zytoplasmatische Domane jeder
Rezeptoruntereinheit interagiert mit einem Mitglied der Janus aktivierenden Kinase (JAK) Familie. Die

IFNAR1 Untereinheit ist mit der Tyrosin Kinase 2 (Tyk2) assoziiert, wahrend die IFNAR2 Untereinheit
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mit der Janus aktivierenden Kinase 1 (JAK1) verbunden ist (Randall & Goodbourn, 2008). Die Bindung
der Typ | Interferone an den Typ | Interferonrezeptor flhrt zur Dimerisierung und
Autophosphorylierung der Rezeptorketten und schlielllich zur Aktivierung der JAK Kinasen. Diese
wiederum sind in der Lage Tyrosinreste des Interferon-alpha Rezeptors zu phosphorylieren und somit
einen Ort fiir die Anlagerung der signaltransduzierenden Transkriptionsaktivatoren (STATSs) zu bilden.
Eine Anlagerung der STATs an die phosphorylierten Tyrosinreste fiuhrt dazu, dass auch diese an
einem einzelnen Tyrosin durch die JAK Kinasen phosphoryliert (z.B. Tyrosin 701 bei STAT1 und
Tyrosin 690 bei STAT2) (Hervas-Stubbs et al.,

2011; Randall & Goodbourn, 2008) und somit \_

aktiviert werden. Nach Phosphorylierung bilden
Plasmamembran

IFNAR 1
IFNAR 2

die aktivierten STATs Homo- oder Heterodimere, a

. . .. . JAK1 Zytoplasma
die vom Rezeptor dissoziieren und in den Zellkern

TYK2
translozieren. Ein wichtiger Komplex, der durch \ /

Typ | Interferon induziert wird, ist der Interferon-

STAT 1
STAT 2

stimulierende Genfaktor 3 (ISGF3), der sich aus
dem STAT1/STAT2 Heterodimer und dem
Interferon-regulatorischen  Faktor 9  (IRF9)

zusammensetzt (Malmgaard, 2004). Dieser

B e IRF9
. . . ISGF3 o s
Komplex bindet spezifisch an die IFN- W &
stimulierenden Antwort-Elemente (ISRE), um \)
dort die Transkription der (Typ 1) IFN- T T T T /T =
Zellkern
stimulierenden Gene (ISGs) zu initiieren (Bordon = ~
=0 =
& Williams, 2011; Platanias, 2005). Es ist bekannt, h -o &
dass Typ | Interferon mehr als 300 “ IRF3 e e
\Y 7l JF.~ 0AsundPKR
unterschiedliche Gene regulieren kann (Meyer, .I/ i .,l =

Antivirale Immunitat
2009; Der et al., 1998). Darunter sind
) ) o o Abb. 3.1: Der Typ | Interferonsignalweg

zahlreiche Gene, die antivirale Aktivitat Modifiziert nach Sadler & Williams, 2008.
aufweisen wie beispielswiese 0Oasl (2°5'-

oligoadenylate synthetase), Rnasel, Mx1 (myxovirus resistance 1), PKR (protein kinase R) und /ISG15
(IFN-stimulated gene 15) (Sadler & Williams, 2008). Typ | Interferon hat neben der Produktion
zahlreicher, direkt anti-viral wirkender Gene auch Einfluss auf die Funktionalitdt des angeborenen
und erworbenen Immunsystems. In friiheren Studien konnte gezeigt werden, dass z.B. IFN-a einen
direkten Einfluss auf die Differenzierung, Reifung und Migration von dendritischen Zellen (Hervas-

Stubbs et al., 2011) sowie auf die Aktivierung und Differenzierung von B - und T-Zellen (Fink et al,,

2006; Gonzalez-Navajas, 2012) hat. Es kann aber auch indirekt wirken, indem es die Produktion von
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Chemokinen und Zytokinen, welche die Migration und Aktivierung anderer Immunzellen regulieren,

induziert.

3.1.1.2.3 UBP43 (Usp18) ein Inhibitor des Typ | Interferonsignalweges

UBP43 ist eine Ubiquitin spezifische Protease, die als Inhibitor des Typ | Interferonsignalweges
fungiert. Das Gen Usp18 kodiert fiir das UBP43 Protein, welches spezifisch an die Interferon-alpha-
Rezeptor 2 (IFNAR2) Untereinheit bindet und dadurch die Phosphorylierung der Janus-aktivierenden
Kinase 1 (JAK1) durch Blockierung der Interaktion von JAK1 und der IFNAR2 Untereinheit verhindert
(Malakhova et al., 2006). In Einklang mit dieser Funktion konnte gezeigt werden, dass durch eine
Beeinflussung des Typ | AMP + PPi S E2

Interferon Signalweges, E1l

ATP+E1 =
UBP43 auch Einfluss auf

die Entwicklung von ‘ : o EZ.'
ISG15

konventionellen CD11b* ‘

E3
dendritischen Zellen hat ’ UBP43
(Cong et al, 2012). .
Als  eine  Ubiquitin ’ 3 2 @
spezifische Protease %
(Isopeptidase) hat E2+E3 Substrat
UBP43 vor allem die
‘ 1SG15 Vorlauferprotein . Substrat
Funktion, Proteine @ 5G15 Protein g4 Enzym 1 (UBE1L)
von anderen Proteinen ‘ ISG15 prozessierende Proteasen  ga Enzym 2 (UbcHS8)
zu  entfernen. Diese ‘ UBP43 gy Enzym 3 (HERCS, EFP u.a.)

Funktion ist hingegen
v . Abb. 3.2: ISG15 Enzymkaskade
unabhangig von der
Inhibition des Typ Das Interferon-stimulierende Protein 15 (ISG15) wird als Vorlauferprotein
synthetisiert und durch ISG-15 prozessierende Proteasen maturiert. 1ISG15
| Interferonsignalweges. wird von dem aktivierenden Enzym UBE1L (E1) unter ATP-Verbrauch aktiviert
und gebunden. AnschlieRend wird das ISG15 durch das Enzym UbcH8 (E2)
konjugiert und durch die Enzyme EFP, HERC5 u.a. (E3) an das zu ISGylierende
posttranslationell durch  Protein ligiert. Das Ubiquitin-bindende Protein 43 (UBP43), eine Isopeptidase,
kann hingegen diesen Prozess umkehren und spezifisch 1ISG15 von ihrem
kovalente Anlagerung Zielprotein wieder dekonjugieren.
Modifiziert nach Jeon et al., 2010.

Proteine kénnen

(Konjugation) von
Ubiquitin oder Ubiquitin-
ahnlichen Proteinen modifiziert werden. Diese Konjugation findet Uber einen dreistufigen

enzymatischen Prozess statt (E1-E3) (Abbildung 3.2; Bogunovic et al., 2013; Jeon et al., 2010; Kim et
10
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al., 2004). Proteinmodifizierungen sind wichtig, um zum Beispiel die Funktion und Aktivitdt von
Proteinen zu verdandern. Eines der Ubiquitin-dhnlichen Proteine ist das Interferon-stimulierende Gen
15 (ISG15). Dieses wird nach Interferon (Zhang & Zhang, 2011; Osiak et al., 2005) oder
Lipopolysaccharid (Li et al., 2001) Behandlung oder wahrend einer viralen Infektion (Kim & Zhang,
2003) hochreguliert. I1SG15 wird von verschiedenen Zellen wie Monozyten, Lymphozyten,
Neutrophilen Granulozyten und Fibroblasten sezerniert und spielt eine wichtige Rolle in der
Induktion von IFN-y in T- Zellen und Natirlichen Killer (NK) Zellen (Bogunovic et al., 2013). In
unkonjugierter, freier Form ist es auch flr seine antivirale Aktivitat bekannt (Morales & Lenschow,
2013; Skaug & Chen, 2010; Lenschow, 2010). Posttranslationale Proteinmodifikationen sind
reversible Prozesse, die man als Dekonjugation bezeichnet und unter anderem durch Ubiquitin-
spezifische Proteasen ausgefiihrt werden. Das Protein UBP43 (Uspl18) gehért zur Familie der
Ubiquitin-spezifischen Proteasen (Malakhova et al., 2002) und wird ebenfalls stark durch Interferon-
alpha (Potu et al., 2010; Kang et al., 2001; Li et al., 2000, 2001) oder durch Lipopolysaccharide (LPS)
(Kang et al., 2001, Li et al., 2000, 2001) induziert. Es hat die Funktion das Interferon-stimulierende
Gen 15 (ISG15) von ISG15-konjugierten Proteinen (Malakhov et al., 2002) zu entfernen. UBP43 tragt
somit dazu bei, Proteine, die kovalent mit dem ISG15 Protein verbunden sind, im Gleichgewicht zu

halten.

3.1.2 Das adaptive Immunsystem

Kann ein Pathogen durch das angeborene Immunsystem nicht kontrolliert werden, greift das
adaptive Immunsystem ein. Das adaptive Immunsystem wird durch die B- und T-Lymphozyten
gebildet, die bei einer priméaren Infektion, d.h. dem erstmaligen Kontakt mit einem Pathogen zwar
schnell aktiviert werden, aber erst nach ca. 4 Tagen vollstandig differenziert sind. Im Unterschied
zum angeborenen Immunsystem werden die Pathogene spezifisch erkannt und es kommt zur
Ausbildung eines immunologischen Gedachtnisses (Murphy et al. 2009). Die Entstehung und
Differenzierung der Lymphozyten findet in den primdren lymphatischen Organen wie dem
Knochenmark und dem Thymus statt. B- u. T-Lymphozyten entstehen im Knochenmark aus einer
gemeinsamen lymphoiden Vorlauferzelle. Wahrend die B-Vorlduferzellen im Knochenmark zu reifen
B-Zellen differenzieren, wandern die T-Vorlauferzellen zur weiteren Differenzierung in den Thymus
ein. Im Thymus differenzieren die T-Vorlduferzellen zu reifen CD4" T-Helferzellen oder CD8"
zytotoxischen T-Zellen und bilden die zellulare Immunitat. Die zellulare Immunantwort richtet sich
hauptsachlich gegen intrazellulare Pathogene wie zum Beispiel Viren. Reife, naive Lymphozyten, die
noch keinen Antigenkontakt hatten, zirkulieren zwischen Blut und sekundaren lymphatischen

Organen (siehe 3.1.3) bis sie auf ihr spezifisches Antigen treffen. Antigene im Blut oder den
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extrazellularen Flissigkeiten (extrazelluldre Pathogene) kénnen von reifen B-Zellen (iber ihre variable
Region des B-Zell-Rezeptors erkannt werden. Die variable Region jedes B-Zell Rezeptors ist
unterschiedlich und kann spezifisch nur ein bestimmtes Antigen erkennen. Diese Variabilitat kommt
durch Genumlagerung der V-D-J Gene innerhalb der variablen Region jedes B-Zell-Rezeptors (BCR)
zustande und wird als somatische Rekombination bezeichnet (Shaffer et al., 2002). Erkennen die
B-Zellen ihr spezifisches Antigen, wandern diese in die Milz oder nahegelegenen Lymphknoten ein,
um dort von einer antigenspezifischen CD4" Helferzelle aktiviert zu werden. Fiir die Aktivierung
bendtigt die B-Zelle zwei Signale (Bretscher & Cohn, 1970). Das erste Signal erhalt sie durch die
Bindung eines Antigens an ihren BCR (Fehr et al., 1996). Durch den BCR wird das Antigen in das
Zellinnere geschleust, prozessiert und die Peptide mit den MHC-Klasse Il Proteinen an die
Zelloberflache transportiert. Das zweite Signal empfangt die B-Zelle von der T-Helferzelle (TH-Zelle),
die den MHC-II-Peptid-Komplex erkennt und daran bindet (Yuseff et al., 2013; Parker, 1993).
Verstarkt wird dieses Signal insbesondere durch die Wechselwirkung zwischen CD40 auf der B-Zelle
und dem Liganden CD40L (CD154) auf der T-Zelle. Diese Interaktion induziert die Produktion von
zahlreichen Zytokinen, die von der TH-Zelle sezerniert werden und eine wichtige Rolle vor allem bei
der B-Zell-Proliferation, dem Isotypwechsel und bei der Entwicklung von Keimzentren spielen (Bishop
& Hostager, 2001). Eine Aktivierung der B-Zelle fiihrt zur Proliferation und Differenzierung in
Antikorper-produzierende Plasmazellen, die die humorale Immunantwort bilden (Shapiro-Shelef &
Calame, 2005). Die humorale Immunantwort bekdmpft im Vergleich zur zelluldren Immunantwort
Pathogene in den extrazellularen Raumen. Stellen die Plasmazellen ihre Antikorperproduktion ein,
gehen sie in Apoptose. Nur ein Teil der B-Zellen entwickelt sich zu langlebigen Gedachtnis B- Zellen.
T-Zellen kénnen im Vergleich zu B-Zellen nur durch Antigenpeptide, die lber MHC-Proteine
prasentiert werden, aktiviert werden. CD4" T-Zellen erkennen Antigenpeptide, die iber MHC-II-
Proteine auf antigenprasentierenden Zellen wie Makrophagen, dendritischen Zellen und B-Zellen
prasentiert werden. Sie dienen in erster Linie als T-Helferzellen (TH-Zellen) fiir die Aktivierung von B-
Zellen. CD8" T-Zellen erkennen Antigenpeptide nur, wenn sie (iber MHC-I-Proteine présentiert
werden. Sie werden als zytotoxische T-Zellen bezeichnet, da sie infizierte Zellen durch die Expression
von Effektormolekiilen wie Perforin, Granzym b und Fas-Ligand téten kdnnen. Fiir die Aktivierung
bendtigt eine T-Zelle drei Signale. Das erste Signal erhdlt die T-Zelle, indem sie mit ihrem T-
Zellrezeptor das Antigenpeptid, welches (ber MHC-Proteine der APC prasentiert wird, spezifisch
erkennt (Cantrell, 2002). Die Rezeptorvielfalt kommt dhnlich wie bei den B-Zellen durch somatische
Rekombination der Rezeptorgene zustande. Zusatzlich bendtigt die T-Zelle ein zweites Signal. Dieses
kommt durch die Interaktion kostimulatorischer Signale auf reifen dendritischen Zellen mit CD28 auf
T-Zellen zustande (Schmidt et al., 2012). Dieses Signal wird zudem durch die Interaktion

von CD40 auf dendritischen Zellen mit dem CD40 Liganden (CD40L) auf T-Zellen
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verstarkt (O Sullivan & Thomas, 2003). Das dritte Signal wird Uber Zytokine vermittelt, die von der
Antigen-prasentierenden Zelle sezerniert werden (Thaiss et al., 2011; Moser & Murphy 2000). Diese
Zytokine sind fur die Differenzierung der T-Zellen in unterschiedliche Subtypen verantwortlich
(Liechtenstein et al., 2012). Eine Subpopulation von aktivierten T-Zellen differenziert wie bei den B-
Zellen ebenfalls zu Gedachtnis-T-Zellen aus. Diese garantieren bei einer sekundaren Infektion, dass
heilt dem wiederholten Kontakt mit demselben Antigen, eine adaptive Immunantwort innerhalb
weniger Stunden.

Die Zellen des angeborenen und erworbenen Immunsystems interagieren miteinander Uber die
Produktion von Zytokinen, Chemokinen und Zell-Zell-Kontakt. Diese Interaktion ist essenziell, um die
spezifische Immunantwort einzuleiten. Somit brauchen T-Zellen beispielsweise
antigenprasentierende Zellen fiir dessen Aktivierung. Umgekehrt konnten extrazelluldare Pathogene
ohne die Opsonisierung von B-Zellen produzierenden Antikdrpern oder virusinfizierte Zellen ohne die

zytotoxischen Eigenschaften von CD8"-T-Zellen nicht so schnell erkannt und eliminiert werden.

3.13 Sekundare lymphatische Organe

Die sekundaren lymphatischen Organe sind die Orte, in denen reife Antigen-prasentierende Zellen
(APCs) und naive T-Zellen aufeinander treffen, um eine adaptive Immunantwort gegen ein Antigen zu
induzieren. Zu den sekundaren lymphatischen Organen gehéren die Milz, die Lymphknoten und das
Mukosa-assoziierte lymphatische Gewebe (MALT) (Hof & Dorries, 2009). Allen sekundaren
lymphatischen Organen gemeinsam ist eine Lokalisation der T- und B- Lymphozyten in separaten

Kompartimenten.

3.1.3.1 Milz

Die Milz ist das groRte sekundare lymphatische Organ, es ist fir die Aufnahme von Fremdmaterial,
Immunzellen und apoptotischen Zellen aus dem Blut von enormer Wichtigkeit. Sie lasst sich in drei
morphologisch und funktionell unterschiedliche Kompartimente einteilen: die rote Pulpa, die weiRe
Pulpa und die Marginalzone (Marx et al., 2008).

Die rote Pulpa enthilt die sogenannten roten Pulpa Makrophagen (F4/80%), die fiir die Phagozytose
alter Erythrozyten und fiir das Recycling von Eisen zustandig sind (den Haan & Kraal 2012; Marx et al.
2008). Sie stellt auBerdem einen Speicherort flr Erythrozyten, Thrombozyten und fiir das recycelte
Eisen dar (Cesta 2006), welches entweder in Form von Ferritin (Knutson & Wessling-Resnick, 2003)

oder Hamosiderin (den Haan & Kraal, 2012) in den Makrophagen gespeichert wird.

13



EINLEITUNG

Die weilRe Pulpa hingegen lbernimmt die Immunanwort der Milz. Sie enthalt die periarterioldren
LymphgefalRscheiden (PALS) und die Follikel. Die periarterioldren LymphgefdBscheiden (PALS)
bestehen aus T-Lymphozyten, die die Zentralarterien umgeben. Die Follikel hingegen werden von B-
Lymphozyten gebildet, in deren Zentrum Follikular dendritische Zellen (FDCs) ein Netzwerk bilden.
Die FDCs kénnen Antigen in Form von Immunkomplexen (Antigen-Antikérper-/Antigen-Komplement-
Komplexe) tber ihre Fc- (FcyRIIB/CD32; FceRIl/CD23) und Komplement-Rezeptoren (CR1/CR2-
CD35/CD21) aufnehmen und lber einen langen Zeitraum auf ihrer Oberflaiche den B-Lymphozyten
prasentieren (EI Shikh & Pitzalis 2012). Sie (ben somit eine bedeutende Funktion bei der
Keimzentrumsreaktion aus und sind zudem fir die Entstehung von Antikérper-produzierenden
Plasmazellen und Gedachtnis-B-Zellen verantwortlich (Cinamon et al., 2008). Neben den FDCs sind
dort auch die ,tingible body“ Makrophagen lokalisiert, die tiber den Phosphatidylrezeptor Tim-4 fir
die Aufnahme apoptotischer B Zellen, die vermehrt wahrend der Keimzentrumsreaktion entstehen,
zustandig sind (Wong et al., 2010). Aufgrund ihres zellularen Aufbaus ist die weille Pulpa fir eine
schnelle Induktion der Immunantwort gegen Antigene aus dem Blut verantwortlich (Balogh et al.,
2004; Nolte et al., 2002). Die rote und die weilRe Pulpa werden durch die sogenannte Marginalzone
voneinander getrennt (Abbildung 3.3). Diese besteht aus den Marginalzonen B-Zellen, Marginalzonen
dendritischen Zellen, Marginalzonen Makrophagen (MZM) und den Metallophilen Marginalzonen
Makrophagen (MMM) (Beattie et al., 2006). Die MZM (SIGN-R1) und Marginalzonen B Zellen sind am
duBeren Rand der Marginalzone, angrenzend zur roten Pulpa, lokalisiert. Die MMM (CD169, Siglec-1,
Sialoadhesin) hingegen bilden einen Ring am inneren Rand der Marginalzone, angrenzend zur weilRen
Pulpa. Pathogene, die Uber den Marginalsinus in die Marginalzone gelangen, werden dort von den
residenten MZM und den MMM aufgenommen (Mebius & Kraal, 2005; Kraal, 1992). Die
Marginalzone weist somit eine Filterfunktion auf und ist gleichzeitig auch ein Ort, an dem
Bestandteile des Blutes passiv in die rote Pulpa gelangen oder aktiv in die weille Pulpa transportiert

werden (Mebius et al., 2004).
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Abb. 3.3: Die Heterogenitat von Makrophagen-Subpopulationen in der Milz

Schematische Darstellung der verschiedenen Makrophagen-Subpopulationen in der Milz mit ihren
unterschiedlichen Differenzierungs- und Rezeptorantigenen. Die immunfluoreszenzhistologischen Bilder zeigen
die typischen Expressionsmarker einiger bedeutender Makrophagen-Subpopulationen in der Milz.

Rote Pulpa Makrophagen: F4/80

Marginalzonen Makrophagen (MZM): SIGN-R1

Metallophile Marginalzonen Makrophagen (MMM): CD169

Modifiziert nach Kraal 1992.

3.1.3.2 Lymphknoten

Die Lymphknoten sind im Vergleich zur Milz fir die Aufnahme von Pathogenen aus der
extrazellularen Flissigkeit (Lymphe) verantwortlich. Sie sind im ganzen Korper verteilt und lassen sich
in eine subkapsulire Zone, den Kortex und die Medulla einteilen (Junt et al., 2008). Uber die
afferenten LymphgefaRe gelangen freie Pathogene oder pathogen-beladene dendritische Zellen
(DCs) aus der Lymphe in die subkapsuldre Zone. Diese enthélt spezialisierte Makrophagen, die
Subkapsular Sinus Makrophagen (SCS, CD169°CD11b’), die freie Pathogene aus der Lymphe
herausfiltern konnen (lannacone et al.,, 2010; Junt et al.,, 2007) und somit funktionell mit den
Metallophilen Marginalzonen Makrophagen der Milz vergleichbar sind. Die Pathogen-beladenen
dendritischen Zellen kénnen hingegen direkt das Antigen in die T-Zell-Zone transportieren und dort
eine Immunantwort induzieren. Der Kortex ldsst sich in eine B-Zell-Zone und eine T-Zell-Zone
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einteilen. Die B-Zellen sind in Follikeln angeordnet und sind im &duBeren Cortex nahe der
subkapsularen Zone lokalisiert. Die T-Zellen befinden sich hingegen in der Parakorticalzone
(Parakortex). Diese ist zwischen der B-Zell-Zone und der Medulla lokalisiert. Die Medulla hat
ebenfalls die Aufgabe, Pathogene oder tote Zellen mit den dort ansdssigen Makrophagen aus der
Lymphe zu filtern (Gray & Cyster, 2012), bevor diese den Lymphknoten Uber die efferenten

Lymphgefalie wieder verlasst.

3.2 Virusmodelle

Virusmodelle, die tierexperimentell am haufigsten zur Analyse einer viralen Immunantwort
verwendet werden, sind das Vesicular Stomatitis Virus (VSV) und das Lymphozytare Choriomeningitis

Virus (LCMV).

3.2.1 Das Vesicular Stomatitis Virus (VSV)

Das Vesicular Stomatitis Virus (VSV) ist ein umhulltes, nicht-segmentiertes, Einzelstrang RNA Virus
mit negativer Polaritdt, welches zur Familie der Rhabdoviridae gehort. Ein wichtiger human- und
tierpathogener Vertreter der Familie der Rhabdoviridae ist das Rabiesvirus (Tollwutvirus).

Das Vesicular Stomatitis Virus wird in zwei unterschiedliche Serotypen eingeteilt: das VSV New Jersey
(VSVNJ) und das VSV Indiana (VSVI) Virus. Der Serotyp VSV Indiana kann in drei weitere
unterschiedliche serologische Gruppen unterteilt werden (Indiana 1-3), wobei VSV Indiana 1 den
klassischen Indiana Virusstamm reprasentiert (Federer et al., 1967). VSV New lJersey stellt im
Vergleich zum VSV Indiana den virulenteren Stamm dar (Rodriguez, 2002; Stallknecht et al., 2001)
Dies lasst sich auf die biologischen Unterschiede der Glykoproteine beider Serotypen zuriickfiihren
(Martinez & Wertz, 2005). Das virale Genom des Vesicular Stomatitis Virus besteht aus fiinf Genen,
die fiir das Nukleoprotein (N, 60 kD), das Phosphoprotein (P, 40-45 kD), die virale Polymerase (L, 190
kD), das Matrixprotein (M, 25-26 kD) und das Glykoprotein (G, 64-68 kD) kodieren (Abbildung 3.4).

Die Funktionen der unterschiedlichen Proteine sind in Tabelle 3.2 ndher erlautert.
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Abb.3.4: Schematischer Aufbau des Vesicular Stomatitis Virus (VSV)

Das Nukleokapsid setzt sich aus der viralen einzelstrangigen RNA, dem Nukleoprotein (N), dem Phosphoprotein
(P) und der viralen Polymerase (L) zusammen. Die Virushille wird vom Glykoprotein (G) und dem Matrixprotein
(M) gebildet. Modifiziert nach Rose & Whitt 2001.

Tab.3.2 : Die Proteine des Vesicular Stomatitis Virus und dessen Funktionen

Proteine

Funktion

Nukleoprotein (N)

Phosphoprotein (P)
Polymerase (L)

Matrixprotein (M)

Glykoprotein (G)

Bindet an die virale RNA und ist fur die Transkription, die
Replikation und die Zusammensetzung des Virus verantwortlich
(Green et al., 2006).

Ist ein Cofaktor der RNA-Synthese (Rameh et al., 2012).

Fungiert als RNA-abhéngige-RNA-Polymerase (Ogino, 2013).

Ist mit der Innenseite der Virusmembran assoziiert und weist eine
wichtige Funktion in der Virusmorphogenese auf (Modrow et al.,
2010).

Bildet trimere Komplexe auf der Virusoberflaiche und ist fiir die
Adsorption der Virionen an die Zellrezeptoren auf der
Wirtzelloberflache sowie fiir die Fusion der viralen und endosomalen
Membranen nach Endocytose des Virions verantwortlich (Albertini
et al., 2012; Roche et al., 2008; Martinez & Wertz, 2005; Martinez et
al., 2003; Carneiro et al., 2003). Die Fusion zwischen den viralen und
endosomalen Membranen ist ein pH-abhangiger Prozess und
optimal bei pH 6 (Roche et al., 2008; Lyles & Rupprecht, 2007; Roche
& Gaudin, 2004).
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Das Nukleoprotein (N), die RNA-abhangige RNA Polymerse (L) und das Phosphoprotein (P) bilden
gemeinsam mit der viralen RNA das Nucleocapsid, das eine Rolle in der Transkription und Replikation

des Virus spielt (Luo, 2012).

Das Vesicular Stomatitis Virus (VSV) ist ein zytopathisches Virus, das bedeutet, dass eine Infektion der
Zelle mit VSV innerhalb kurzer Zeit mit morphologischen Verdnderungen und endgiiltig mit einer Zell-
Lyse einhergeht. Das Virus ist durch einen breiten Wirtstropismus gekennzeichnet und kann somit
Rinder, Pferde und Schweine infizieren (Howerth et al., 2006; Martinez & Wertz, 2005). Eine
Infektion mit VSV flihrt zur Stomatitis Vesicularis, einer Erkrankung, die durch Fieber, Vesikelbildung
(Blaschenbildung) um Maul, Zitzen und Kronsaum sowie durch starken Speichelfluss und Lahmheit
der Extremitidten gekennzeichnet ist. Sie weist starke Ahnlichkeit zur Maul-und-Klauenseuche, eine
der ansteckendsten Tiererkrankungen, auf. Das Virus kann (iber ein breites Spektrum von
Arthropoden, die einen Teil des natiirlichen Lebenszyklus von VSV darstellen (Reis Junior et al., 2009),
Ubertragen werden. Dazu gehoéren zahlreiche Vertreter der Ordnung Diptera (Zweifligler) wie z.B.
Sandfliegen (Psychodidae), Kriebelmlicken (Simuliidae) (Mead et al., 1997, 1999, 2004), Stechmiicken
(Culicidae) (Liu & Zee, 1976) und die Gnitzen (Ceratopogonidae) (Perez de Leon & Tabachnick, 2006).
Das Virus kann aber auch Uber einen direkten Tier zu Tier Kontakt (Stallknecht et al., 2001) oder
indirekt iber kontaminierte Instrumente Ubertragen werden. Dies ist moglich, wenn kleine Lasionen
in der Haut vorliegen, liber die das Virus in den Organismus gelangen kann. Laborexperimente haben
gezeigt, dass eine intranasale, intradermale und intravendse Applikation des Virus ebenfalls zu einer
Infektion flihren kann (Howerth et al., 1997). Das Vesicular Stomatitis Virus kann auch Nagetiere und
den Menschen infizieren. In Nagetieren fihrt VSV zu einer systemischen Infektion, die mit einer
hohen Viruslast im Blut (Virdmie) und mit einer Infektion des Zentralnervensystems (ZNS) einhergeht
(Cornish et al., 2001; Bi et al., 1995). Menschen hingegen zeigen nur eine milde systemische
Erkrankung mit Grippe-dhnlichen Symptomen (Letchworth et al., 1999; Tesh et al., 1969). VSV wird
aufgrund seines relativ einfachen Aufbaus, seiner hohen Replikationsfahigkeit, einem schnellen
Krankheitsverlauf (Letchworth et al., 1999) und seiner starken Sensitivitat gegenliber dem antiviral-
wirkenden Interferon (Balachandran & Barber, 2000) haufig als Virusmodell verwendet. Es eignet sich
zudem sehr gut um die Aktivierung von B-Zellen zu untersuchen, da VSV eine T-Zell-unabhangige
neutralisierende IgM Antwort und eine IgG Antwort, die stets CD4 T-Zellen-abhangig ist, induzieren

kann (Charan & Zinkernagel, 1986).
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3.2.2 Das Lymphozytidre Choriomeningitis Virus (LCMV)

Das Lymphozytare Choriomeningitis Virus (LCMV) gehort zur Familie der Arenaviridae. Diese Familie
wird aufgrund ihrer geographischen, phylogenetischen und serologischen Unterschiede in die
Altwelt- und Neuweltarenaviren eingeteilt (Urata & Yasuda, 2012). Das LCMV stellt einen wichtigen
Vertreter der Altweltarenaviren dar, zeigt aber im Vergleich zu anderen Vertretern dieser Familie
nicht die charakteristische Eigenschaft, meist todliche hamorrhagische Fieber im Menschen zu
verursachen.

Das Lymphozytdre Choriomeningitis Virus (LCMV) ist ein nicht-zytopathisches, umhiilltes, negatives
Einzelstrang RNA Virus. Die RNA ist bi-segmentiert und besteht aus der S (ca. 3.5 kb) und der L (ca.
7.3 kb) RNA. Die S RNA kodiert das Nukleoprotein (NP, 63 kDa) und das virale Vorldufer-Glykoprotein
(GPC, 70-75kDa). Die L RNA hingegen kodiert das (RING) Finger Protein Z (11 kDa) und die virale RNA-
abhingige RNA-Polymerase L (ca. 200 kDa). Das virale Vorldufer-Glykoprotein (GPC) wird post-
translationell von der Protease SKI-1/S1P (Subtilisin-Kexin-Isozyme-1 / Site 1 protease) in das GP1
(40-46 kDa) und GP2 (35 kDa) Protein gespalten (Pinschewer et al., 2003; Beyer et al., 2003; Lenz et
al., 2001).

Nukleoprotein

genomische
RNS

Polymerase L

Z Protein

Ribonukleoproteinkomplex

GP1

Abb.3.5: Aufbau des Lymphozytdren Choriomeningitis Virus (LCMV)

Die Virionen des LCMV sind von einer Lipid-Hille umgeben und tragen auf ihrer Oberflache die Glykoproteine
(GP1 und GP2), die mit den Z-Proteinen verbunden sind. Die virale genomische RNA ist bi-segmentiert und
besteht aus den beiden zirkuldren Ribonukleinsduren L und S, die mit den Nukleoproteinen und der Polymerase
L assoziiert sind und gemeinsam den Ribonukleoproteinkomplex bilden. Modifiziert nach Laposova et al., 2013.

Die Funktionen der einzelnen Proteine sind in Tabelle 3.3 naher erklart.
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Tab.3.3: Die Proteine des Lymphozytdren Choriomeningitis Virus (LCMV) und dessen Funktionen

Protein

Funktion

GP1 (40-46 kDa)

GPC (70-75 kDa)

GP2 (35 kDa)

Z (11kDa)

L (250 kDa)

NP (63 kDa)

GP1 und GP2 bilden trimere Komplexe auf der
Virusoberflache (Spikes). Das GP1 ist an der

Spitze jedes Spikes lokalisiert.

GP1 ist fiir die Interaktion des Virus mit dem
Rezeptor auf der Wirtszelloberflache
verantwortlich (Emonet et al., 2011; Borrow et
al., 2010). Der Rezeptor des LCMV ist das a-
Dystroglycan, welches hauptsachlich auf
dendritischen Zellen exprimiert wird (Oldstone

& Campbell, 2011).

Verbindet das GP1 mit der Virusoberflache. Es
vermittelt zudem die Fusion der viralen

Membran (Eschli et al., 2007).

Ist flir den Zusammenbau und die Freisetzung
des Virus durch Knospung zustandig (Urata &
Yusada, 2012). Funktionell ist das Z Protein mit

dem M Protein des VSV vergleichbar.

Ist eine RNA-abhangige RNA Polymerase und
Bestandteil des Ribonukleoproteinkomplex

(Lee et al., 2002).

Bestandteil des Ribonukleoproteinkomplex. Es
ist auRerdem ein Inhibitor der Typ | Interferon
Produktion (Zhou et al., 2010; Martinez-
Sobrido et al., 2006).

Das Nukleoprotein und die RNA-abhangige RNA Polymerase L bilden gemeinsam mit der viralen RNA

den Ribonukleoproteinkomplex, der eine Rolle in der Transkription und Replikation des Virus spielt

(Cornu & de la Torre, 2001).
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LCMV ist ein etabliertes Virusmodell fur die Untersuchung akuter und persistierender viraler
Infektionen (Oldstone 2002; Zinkernagel 2002). Die LCMV Stamme Armstrong (Arm) und WE fiihren
zu einer akuten Infektion, die innerhalb von 8 Tagen durch eine starke CD8" T-Zellantwort kontrolliert
werden kann (Teijaro et al., 2013). Die LCMV Stdamme Clone 13 und Docile hingegen, die durch eine
schnelle Replikationsfahigkeit des Virus gekennzeichnet sind, flihren hingegen zu einem
Erschépfungszustand (engl. exhaustion) der zytotoxischen CD8" T-Zellen und einer damit
einhergehenden Viruspersistenz in zahlreichen peripheren Organen (Moskophidis et al., 1993).
Dieser Erschopfungszustand ist durch einen Verlust der T-Zell-Effektorfunktionen oder sogar durch
eine vollstandige Zerstorung virus-spezifischen Effektor-T-Zellen gekennzeichnet (Wherry 2011; Vi et
al., 2010). Der primare Wirt des Lympozytaren Choriomeningitis Virus (LCMV) ist die Hausmaus (Mus
musculus). Eine Replikation des Virus kann aber auch in anderen Nagetieren erfolgen (Parker et al.,
1976). Da LCMV eine Zoonose darstellt, kann es vom Tier auf den Menschen libertragen werden.
Dies kann beispielsweise durch die Inhalation Virus-infizierter Aerosole, Kontakt mit infizierten
Exkrementen oder durch Bisse infizierter Nagetiere erfolgen (Barton & Mets, 1999, 2001). Es sind
auch Fille bekannt, bei denen nach Organtransplantationen eine Ubertragung des Virus von Mensch
zu Mensch (Spender auf Empfanger) (MacNeil et al., 2012; Amman et al., 2007; Fischer et al., 2006;
Barton, 2006) oder, wahrend der Schwangerschaft, von der Mutter auf den Foetus (Anderson et al.,
2013; Hannachi et al., 2011; Meritet et al., 2009; Bonthius et al., 2007) stattgefunden hat. Eine LCMV
Infektion beim Menschen kann entweder asymptomatisch verlaufen oder durch leichte Grippe-
dhnliche Symptome gekennzeichnet sein. Im schlimmsten Fall kann es jedoch zur Ausbildung einer
aseptischen Meningitis oder Meningoenzephalitis (Jamieson et al., 2006) oder einer Chorioretinitis
(Zinkernagel et al., 2009; Barton et al., 2002) kommen. Zurzeit gibt es keine spezifische Therapie
gegen eine LCMV Infektion. Eine Behandlung mit Ribavirin, einem Guanosinanalogon, kann jedoch

die Symptome einer LCMV Infektion durch Inhibition der viralen Replikation reduzieren.

3.3 T-Zell-Toleranz und Autoimmunitat

Die Aufgabe des Immunsystems besteht darin, im Korper eingedrungene Pathogene, Toxine und
andere Fremdstoffe so schnell wie méglich zu erkennen und anschliefend zu eliminieren. Dabei ist es
besonders wichtig, dass der Korper zwischen korpereigenen und korperfremden Antigenen
unterscheiden kann. Eine fehlende Immunreaktion auf korpereigene Strukturen bezeichnet man als
Selbsttoleranz. Die Selbsttoleranz lasst sich in eine zentrale und periphere Toleranz einteilen. Die
zentrale Toleranz findet in den primar lymphatischen Organen wie dem Thymus und dem
Knochenmark statt. Dort werden die Thymozyten (T-Vorlduferzellen) wahrend ihrer Entwicklung zu T-

Zellen auf ihre Selbstreaktivitat hin Gberprift (Kyewski & Klein, 2006). Um dies zu ermadglichen,
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werden den Thymozyten liber die medullaren Thymusepithelzellen sowie lber dendritische Zellen
und Makrophagen im Thymus vorkommende Antigene prasentiert (Schutt & Broker, 2011). Neben
den thymuseigenen Antigenen ist es den medulliren Thymusepithelzellen mit Hilfe des
Transkriptionsfaktors Autoimmune-Regulator (AIRE) aullerdem moglich, periphere
gewebespezifische Antigene, die sonst im Thymus nicht exprimiert werden, den T-Vorlauferzellen zu
prasentieren (Carpenter & Bosselut, 2010; Kont et al., 2008; Derbinski et al., 2005). Alle Thymozyten,
die Selbstpeptid Gber MHC-Proteine mit hoher Affinitdt binden, werden durch negative Selektion
eliminiert. Somit wird gewahrleistet, dass autoreaktiven T-Zellen mit hoher Affinitat fir ,selbst”
eliminiert werden. Einigen der potenziell autoreaktiven Zellen gelingt es jedoch, dieser Selektion zu
entgehen und in die Peripherie zu gelangen. Dort gibt es weitere Toleranzmechanismen, die die
autoreaktiven T-Zellen unter Kontrolle halten. Zu diesen peripheren Toleranzmechanismen gehoren
die Ignoranz, die Anergie, die Deletion, die Immundeviation und die Regulation/Suppression (Lutz,
2006). Die Selbsttoleranz ist nicht angeboren, sondern ist eine Eigenschaft, die wahrend der
Lymphozytenentwicklung erworben wird (Schitt & Broker, 2011; Raulet & Vance, 2006; Hogquist et
al., 2005). Eine dauerhafte Prasenz bestimmter Antigene ist hierbei essenziell fiir die Genese und den
Erhalt der Selbsttoleranz (Hof & Dorries, 2009). Ein Verlust der Selbsttoleranz fihrt zur
Autoimmunitat. Erkrankungen die sich aus dieser Autoimmunitdt ergeben bezeichnet man als
Autoimmunerkrankungen (Grieco et al., 2011). Hierbei richtet sich das eigene Immunsystem gegen
korpereigene Zellen oder Gewebe. In diesem Zusammenhang spielen vor allem autoreaktive T-
Lymphozyten, also sich gegen eigenes Gewebe richtende T-Zellen, ebenso wie im Blut vorkommende
Autoantikorper eine Rolle (Murphy et al., 2009). Wie es jedoch zu einem Verlust der Selbsttoleranz
kommt und somit die Entstehung von Autoimmunerkrankungen beglnstigt werden, ist trotz
intensiver Forschung noch unzureichend geklart. Folglich ist auch keine Therapie maoglich, die sich auf
die Ursache der Erkrankung bezieht. Eine Behandlung kann aus diesem Grund lediglich die
Immunantwort unterdriicken, beispielsweise durch die Gabe von Immunsuppressiva, oder durch die
Verabreichung von anti-inflammatorischen Medikamenten entziindungshemmend wirken und so die
Symptome reduzieren. Nur so ist es moglich Kérpergewebe vor einer weiteren Zerstérung durch
einen Autoimmunprozess zu schiitzen. Man vermutet, dass es sich bei der Entstehung von
Autoimmunerkrankungen um ein multifaktorielles Geschehen handelt. Neben einer genetischen
Pradisposition (Maus: MHC-Lokus, Mensch: HLA-Antigene) stehen auch Umweltfaktoren, wie zum
Beispiel virale (Ramondetti et al., 2012) und bakterielle (Masala et al., 2011) Infektionen, Toxine und
Bestandteile in der Nahrung (Cavallo et al., 1996) unter Verdacht, Autoimmunerkrankungen zu
induzieren. Es wird von einer immunologischen Kreuzreaktion (Molekulare Mimikry) ausgegangen,
die durch Antigene in Nahrungsbestandteilen oder durch virale und bakterielle Antigene ausgelost

wird. Diese Kreuzreaktion kommt durch die sequenzielle oder strukturelle Ahnlichkeit von Molekiilen
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zwischen dem Wirt und den Mikroorganismen zustande (Gowthaman & Eswarakumar, 2013). Eine
andere Moglichkeit besteht in der Aktivierung von autoreaktiven Lymphozyten durch sog.
Superantigene oder durch eine Bystander-Aktivierung. Superantigene sind Antigene, die entweder
bakteriellen oder viralen Ursprungs sind oder durch Mykoplasmen produziert werden kénnen und
eine unspezifische Aktivierung von T-Zellen verursachen kénnen (Brodziak et al., 2012). Unter einer
Bystander-Aktivierung hingegen versteht man die Aktivierung Pathogen-spezifischer und
autoreaktiver T-Zellen wahrend einer Infektion. Dies ist moglich, wenn wahrend einer
Entziindungsreaktion auch korpereigene, gewebespezifische Antigene freigesetzt werden, die
gemeinsam mit den Pathogenen von dendritischen Zellen aufgenommen, prozessiert und den T-
Zellen prasentiert werden (Neumann, 2008).

Weltweit leiden rund 100 Millionen Menschen an lber 80 verschiedenen Autoimmunerkrankungen
(Lis et al., 2012). Eine Autoimmunerkrankung kann entweder organspezifisch, systemisch, d.h. den
ganzen Korper betreffend, oder intermediar verlaufen. Die intermedidre Verlaufsform kann eine
Mischform der organspezifischen und systemischen oder ein voriibergehender Wechsel von der

einen zur nachsten Verlaufsform darstellen.

3.3.1 Diabetes mellitus Typ |

Ein Beispiel fiir eine Autoimmunerkrankung, die organspezifisch verlauft, ist der Diabetes mellitus
Typ I. Nach dem deutschen Gesundheitsbericht Diabetes 2014 sind allein in Deutschland zurzeit rund
300.000 Menschen an einem Diabetes mellitus Typ | erkrankt und mit jedem Jahr nimmt die Anzahl
der an Diabetes erkrankten Menschen kontinuierlich zu. Der Diabetes mellitus Typ | st
gekennzeichnet durch eine Zerstérung der Insulin-produzierenden B-Inselzellen im Pankreas durch
autoreaktive CD8" T-Zellen (Coppieters & von Herrath, 2011; Hassan et al., 2012; Oehen et al., 1992).
Eine Zerstérung der RB-Inselzellen von 80-90 % fiihrt zu einer Manifestation dieser Erkrankung
(Ghazarian et al., 2013; Van Belle et al., 2009). Neben den zytotoxischen T-Zellen (CD8), sind auch
andere Immunzellen wie CD4" T-Helferzellen, B-Zellen, Natiirliche Killerzellen (NK), Makrophagen und
dendritische Zellen an der Entstehung eines Typ | Diabetes beteiligt (Lehuen et al., 2010). Diese
Erkrankung ist irreversibel und beginnt meist in der Kindheit, der Jugend oder im frihen
Erwachsenenalter. Neben einer genetischen Pradisposition stehen auch hier Umweltfaktoren wie
Viren, Bakterien, Didten und Toxine unter Verdacht, Ausloser fir die Entstehung und die
Aufrechterhaltung dieser Erkrankung zu sein (Jaeckel et al., 2002). Das von den R-Inselzellen im
Pankreas produzierte Insulin ist fiir die Regulation des Blutzuckerspiegels von enormer Wichtigkeit.
Es sorgt dafiir, dass mit der Nahrung aufgenommene Kohlenhydrate aus dem Blut in die Zellen
geschleust werden. Die Skelettmuskelzellen und die Leber sind in der Lage viel Glukose aufzunehmen

und diese in Form von Glykogen zu speichern oder in Energie umzuwandeln. Der Gegenspieler vom
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Insulin ist das Glukagon. Dieses wird von den alpha-Inselzellen im Pankreas produziert (Youos, 2011)
und ist fir den Abbau des Glykogens zustiandig. Das Glukagon wird sezerniert, wenn der
Blutzuckerspiegel den Normbereich unterschreitet. Es ist somit fiir den Erhalt des Blutzuckerspiegels
essenziell (Gonzalez-Vélez et al., 2012). Werden die Kohlenhydrate nicht aus dem Blut entfernt zeigt
sich dies in einem erhéhten Blutzuckerspiegel (Hyperglykdmie). Eine anhaltende Hyperglykdmie kann
zu Schadigungen der Augen, Nieren und Nerven fithren sowie an der Entstehung von Herz-Kreislauf-
Erkrankungen beitragen (Zaret & White, 2010). Neben der Regulation des Kohlenhydratstoffwechsels
hat Insulin auch einen entscheidenden Einfluss auf den Fettstoffwechsel des Kérpers (Culina et al.,
2013). Ein Insulinmangel kann zurzeit nur durch tagliche subkutane Insulinsubstitutionen
ausgeglichen werden. Trotz taglicher Insulin Injektionen kdnnen Komplikationen und dauerhafte
Schadigungen auftreten, die sich entweder aus einem therapiebedingten Insulintiberschuss, einem
Insulinmangel oder durch die Beeinflussung anderer Stoffwechselwege ergeben. Aus diesem Grund
ist es wichtig die tatsdchliche(n) Ursache(n) dieser Erkrankung aufzudecken und somit neue

Angriffsziele flr die Behandlung eines Typ | Diabetes mellitus zu finden.

3.3.2 Mausmodelle des Diabetes mellitus Typ |

Im Laufe der letzten Jahrzehnte sind unterschiedliche Mausmodelle fir eine Untersuchung des
Diabetes mellitus Typ | entwickelt worden. Man unterschiedet zwischen Modellen, in denen der Typ |
Diabetes spontan entsteht wie z.B. bei dem NOD (engl. none obese diabetic)-Maus-Modell oder
denen die durch pharmakologische Substanzen wie bei dem multiplen low-dose-Streptozotocin-
Modell, durch Pathogene wie bei dem RIP-GP und RIP-NP Mausmodell oder durch bestimmte
Transfermodelle induziert werden kann (Van Belle et al., 2009). Alle diese genannten Mausmodelle
sollen dazu beitragen, sich mit unterschiedlichen Aspekten dieser Erkrankung zu befassen, sowie die
zelluldren und molekularen Mechanismen, die an der Entstehung dieser Autoimmunerkrankung
involviert sind, besser zu verstehen. Das Ziel soll letztendlich die Entwicklung neuer

Therapiemdglichkeiten sein.

3.3.2.1 Das RIP-GP Mausmodell

Ein sehr gutes Mausmodell fur die Untersuchung eines Typ | Diabetes stellt das RIP-GP Mausmodell
dar. Es handelt sich um eine transgene Mauslinie, in der das Glykoprotein (GP) vom LCMV auf den R3-
Inselzellen im Pankreas unter dem Ratteninsulinpromoter exprimiert wird (Ohashi et al., 1991;
Oldstone et al., 1991). In diesen Mausen entstehen im Knochenmark schwach und stark autoreaktive

CD8" Vorlaufer T-Zellen, die spezifisch fiir das LCMV Glykoprotein sind. Zur weiteren Differenzierung
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wandern diese schlielich in den Thymus ein. Die fehlende Expression und Prasentation vom LCMV-
GP im Thymus flihrt dazu, dass diese autoreaktiven T-Zellen nicht negativ selektioniert werden
kénnen. Sie entkommen dem Toleranzmechanismus und gelangen somit in die Peripherie. In naiven
RIP-GP Mausen erkennen die autoreaktiven T-Zellen das LCMV Glykoprotein, das auf den R-
Inselzellen im Pankreas exprimiert wird, als korpereigen. Sie sind somit ignorant oder tolerant
gegenlber dem Glykoprotein des Virus und entwickeln keinen spontanen Autoimmundiabetes. Nach
einer Infektion dieser Mause mit LCMV erkennen und attackieren die autoreaktiven Virus-
spezifischen T-Zellen die infizierten Zellen ebenso wie das LCMV Glykoprotein, das auf den R-
Inselzellen im Pankreas exprimiert wird. Ein Angriff der R-Inselzellen, die fiir die Insulinproduktion
verantwortlich sind, flhrt schlieBlich zur vollstandigen Zerstérung dieser Zellen und die Mause
werden hyperglykdmisch. In diesen Mausen kann innerhalb von 10-14 Tagen (Christen et al., 2010)

ein dem Typ | Diabetes dhnlicher Phanotyp induziert werden.

3.3.2.2 Das RIP-NP Mausmodell

Die RIP-NP Mause exprimieren das Nukleoprotein vom LCMV als Transgen unter dem
Ratteninsulinpromoter (RIP) auf den RB-Inselzellen im Pankreas (Oldstone et al.,, 1991) sowie im
Thymus. Durch die Expression des LCMV-NP im Thymus kommt es zu einer intrathymischen Deletion
der hochaffinen, autoreaktiven CD8* T-Zellen. Dabei gelangen nur die autoreaktiven CD8" T-Zellen
mit geringer Affinitat zu Selbstantigenen in die Peripherie. Ohne eine Infektion tolerieren die Maduse
das Transgen im Pankreas. Eine Infektion der Mause mit LCMV fihrt hingegen zu einer langsamen
Zerstorung der B-Inselzellen im Pankreas. Nach ca. 1 bis 6 Monaten manifestiert sich auch dort ein
Typ | Diabetes (Autoimmundiabetes), der im Vergleich zum RIP-GP Mausmodell von CD4" T-Zellen
abhangig ist (Christen et al., 2010).

3.33 Immunsupprimierende Medikamente

Um die Funktion des Immunsystems zu unterdriicken, werden immunsupprimierende Medikamente
eingesetzt. Zurzeit unterscheidet man vier groRe Gruppen von Wirkstoffen (Tabelle 3.4), die
allerdings nicht nur allein zur Behandlung von Autoimmunerkrankungen, sondern auch bei
allergischen Reaktionen, Tumorerkrankungen oder nach Organtransplantationen zur Vermeidung

von AbstoRungsreaktionen (engl. Graft versus Host Disease) eingesetzt werden.
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Tab. 3.4: Immunsupprimierende Medikamente und deren Wirkmechanismen

Wirkstoffgruppe Wirkstoffbeispiele Wirkmechanismus
1. Kortikosteroide Kortison Konnen inflammatorische Gene, durch
Prednison Blockierung der Histon Acetyltransferase,

inhibieren und zugleich eine Reihe anti-
inflammatorischer Gene aktivieren (Barnes,

2006, 2010).

2. Zytotoxische Methotrexat Inhibiert die Interaktion von IL-1 mit dem
Medikamente IL-1R (Brody et al., 1993).
Hat Einfluss auf die Proliferation von

Lymphozyten (Kovarik, 2013).

3. Pilz-und Cyclosporin A Beeinflusst die Expression von IL-2 und des
Bakterienwirkstoffe IL2R (Griindemann et al., 2013).
4. Biologika Basiliximab Inhibition des Interleukin-2 Rezeptors

(IL-2R) (Kovarik, 2013).

Aufgrund von teilweise starken Nebenwirkungen, die diese Medikamente verursachen, ist der Einsatz
begrenzt. Das Ziel der Wissenschaft ist es, immer wieder neue und bessere Medikamente mit
weniger Nebenwirkungen zu entwickeln.

Tunicamycin ist ein Medikament, welches wegen seiner antibiotischen und antiviralen Eigenschaften
bekannt ist (Takatsuki et al., 1971) und maoglicherweise immunsupprimierend wirksam ist.
Tunicamycin wird von verschiedenen Bakterien der Gattung Streptomyces produziert und ist als ein
Inhibitor der Proteinglykosylierung bekannt (Price & Tsvetanova, 2007). Die Proteinglykosylierung
stellt eine der bedeutendsten Schritte der Proteinmodifikation dar und ist besonders wichtig fiir die
Faltung, Stabilitat, Funktionalitdat und den Transport der Proteine und bietet zugleich einen Schutz
vor proteolytischem Abbau. Durch eine Tunicamycin-abhdngige Inhibition des Enzyms GIcNAc
phosphotransferase (GPT) wird der Transport von N-Acetylglukosamin-1-phosphat auf
Dolicholmonophosphat blockiert und somit die N-glykosidische Modifikation von Proteinen
verhindert. Dies fiihrt zu einem ER-Stress und einem Stillstand des Zellzyklus in der spaten G1-Phase

(Han et al., 2013; Wang et al. 2011).

26



EINLEITUNG

3.4 Fragestellung und Zielsetzung

Wie es dem angeborenen Immunsystem einerseits gelingt, eine Virusinfektion durch die Produktion
von Typ | Interferon einzuddammen, und andererseits ausreichend virales Antigen fiir die Prasentation
und Aktivierung adaptiver Immunzellen zu produzieren, sollte in der vorliegenden Arbeit untersucht
werden. Das Ziel war es, zundchst anhand zweier unterschiedlicher Virusmodelle Zellen mit
vermehrtem Virusaufkommen mit Hilfe immunfluoreszenzmikroskopischer Gewebeuntersuchungen
ausfindig zu machen und diese durch Zellseparation sowie den Einsatz unterschiedlicher knock-out
Mausmodelle naher zu charakterisieren. Darauf aufbauend sollte der Einfluss dieser Zellen auf die
Aktivierung des angeborenen und adaptiven Immunsystems mit Hilfe immunologischer Methoden
bestimmt werden. Im Anschluss und in Abhangigkeit der Resultate war es die Aufgabe, die Relevanz
einer Virusinfektion in der Entstehung von Autoimmunerkrankungen zu analysieren. Als
Autoimmunmodell sollte der Typ | Diabetes (Autoimmundiabetes) dienen. Inwieweit eine Inhibition
der viralen Replikation die Produktion von kreuzreaktiven Antigenen beeinflusst, die hauptsachlich
fiir die Zerstorung der Selbsttoleranz angesehen werden, sollte in dieser Arbeit untersucht werden.
Die Herausforderung bestand darin, mogliche Anhaltspunkte fiir die Pravention dieser
Autoimmunerkrankung in einem fiir Typ | Diabetes anerkannten Mausmodell sowie in verschiedenen
knock-out Mausmodellen mit Hilfe immunologischer und molekularbiologischer Methoden zu
erarbeiten. Inwieweit hierbei das Antibiotikum Tunicamycin immunsupprimierende Eigenschaften
aufweist und als mogliches Therapeutikum fir einen Typ | Diabetes genutzt werden kann, sollte des

Weiteren in dieser Arbeit analysiert werden.
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Enforced viral replication activates adaptive immunity
and is essential for the control of a cytopathic virus

Nadine Honke!, Namir Shaabani!, Giuseppe Cadeddu?, Ursula R Sorg?, Dong-Er Zhang*, Mirko Trilling?,
Karin Klingel®, Martina Sauter®, Reinhard Kandolf®, Nicole Gailus, Nico van Rooijen’, Christoph Burkart?,
Stephan E Baldus?, Melanie Grusdat!, Max Lohning®, Hartmut Hengel®, Klaus Pfeffer’, Masato Tanaka’,
Dieter Hiussinger!, Mike Recher!®!3, Philipp A Lang"!113 & Karl § Lang!!>13

The innate immune system limits viral replication via type | interferon and also induces the presentation of viral antigens to cells
of the adaptive immune response. Using infection of mice with vesicular stomatitis virus, we analyzed how the innate immune
system inhibits viral propagation but still allows the presentation of antigen to cells of the adaptive immune response. We found
that expression of the gene encoding the inhibitory protein Usp18 in metallophilic macrophages led to lower type | interferon
responsiveness, thereby allowing locally restricted replication of virus. This was essential for the induction of adaptive antiviral
immune responses and, therefore, for preventing the fatal outcome of infection. In conclusion, we found that enforced viral
replication in marginal zone macrophages was an immunological mechanism that ensured the production of sufficient antigen for

effective activation of the adaptive immune response.

The innate immune system limits viral replication during systemic
infection via the production of type I interferon. Lack of the receptor
for type I interferon promotes viral replication and leads to viral
persistence and the death of virus-infected animals'2. Macrophages
are key participants during type I interferon-mediated suppression
of virus*®, With their potent phagocytic ability, macrophages act
as a first line of defense against pathogens entering tissues. Splenic
red pulp, marginal zone macrophages and Kupffer cells are associ-
ated with the endothelium and can capture antigens from the blood
vessel lumen®”, They clear the blood of immune complexes and
complex particles of high molecular mass, including virus particles’~*.,
Phagocytosis of the virus is followed by suppression of viral replica-
tion in a type I interferon-dependent manner*?. This mechanism
suppresses the spread of virus but limits the amount of antigen avail-
able for priming of the adaptive immune system.

Binding of type I interferon leads to dimerization of type I inter-
feron receptors, which phosphorylates and activates the tyrosine
kinases Tyk2 and Jakl. These kinases recruit the transcription factors
STAT1 and STAT2. The STAT proteins form homodimers and hetero-
dimers that can translocate to the nucleus and initiate the transcrip-
tion of type I interferon-stimulated genes'®. More than 300 genes are

regulated by interferon-ot (IFN-o) or [FN-B!!. Examples of genes that
exert antiviral activity are Isg15 (interferon-stimulated gene 15), Mx1I
(myxovirus resistance 1), Oasl (2'5"-oligoadenylate synthetase 1),
Eif2ak2 (protein kinase R) and Rnasel (ref. 2). A potent inhibitor of
this signaling cascade is Usp18 (UBP43)'2, which binds to the Jak1-
binding site of the receptor for IFN-o. and IFN-f and inhibits its
phosphorylation'>!3. Accordingly, Usp18 deficiency in mice leads
to high type I interferon sensitivity and limited viral replication after
viral infection!?. However, it remains unclear how Usp18 expression
in various cell types influences the overall immune response.

In addition to controlling viral replication, cells of the innate
immune response initiate the priming of cells of the adaptive immune
response. Priming usually occurs in secondary lymphoid organs, such
as lymph nodes and spleen. Antigens from the lymph can be captured
by cells in the subcapsular zone of the lymph node, whereas anti-
gens from the blood are filtered in the spleen by macrophages from
the red pulp and the marginal zone'*, Metallophilic macrophages in
the marginal zone are characterized by the expression of the C-type
lectin CD169 (siglec-1)!°. CD169* macrophages present captured
virus antigen directly to B cells'®. Fibroblastic reticular cells form
conduits together with type I and type Il collagen'”. These channels
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reach into the marginal zone of the spleen and can distribute antigens
from metallophilic macrophages through the splenic white pulp!®,
Resident dendritic cells (DCs) take up these antigens and present
them to T cells'®.

The amount of presented antigen limits the adaptive immune
response!?~2%. In vitro studies have shown that at least ten complexes
of peptide and major histocompatibility complex are required for the
formation of an immunological synapse between DCs and T cells*,
In vivo induction of T cell proliferation in the lymph node requires
DCs with around 2 x 10* complexes of peptide and major histocom-
patibility complex?®. Low-affinity T cell antigen receptors require a
larger antigen dose than do high-affinity T cell antigen receptors®.
Such findings suggest that a larger antigen dose improves T cell
immunity. Consistently, application of a low dose of inactivated,
replication-incompetent virus leads to limited induction of neutral-
izing antibodies, whereas replicating virus leads to a strong antibody
response?’. However, the existence of a specific compartment that
would promote viral replication and increase the presented antigen
to improve the adaptive immune response remains unknown.

In this study, using mouse vesicular stomatitis virus (VSV), we
found that CD169" macrophages in the marginal zone of the spleen
formed a compartment of enhanced viral replication. Early after
infection, red pulp macrophages in the spleen and Kupffer cells in
the liver captured virus and effectively suppressed viral replication
ina type I interferon-dependent manner. In contrast, CD169" macro-
phages captured virus but did not respond to type I interferon and
thus allowed anatomically restricted viral replication in the splenic
marginal zone. Enhanced replication in CD169" macrophages was
linked to overexpression of Usp18. Usp18~/~ mice had little viral rep-
lication in CD169* macrophages. The lack of either CD169" cells or
Usp18 led to impaired and delayed adaptive immunity to VSV. The
delayed induction of antibodies in Usp18~/~ mice led to the distribu-
tion of virus to neuronal tissue and to the death of mice. Together
our findings suggest that enforced viral replication in CD169" macro-
phages promotes the adaptive immune response and guarantees
survival after infection with a prototypic cytopathic virus.

RESULTS

CD169* metallophilic macrophages allow viral replication

To determine how the reticuloendothelial system inhibits the spread of
systemic virus while presenting sufficient amounts of antigen to cells
of the adaptive immune response, we first analyzed the virus-capturing
ability of macrophages after intravenous infection. We treated mice
with clodronate liposomes to deplete them of macrophages before
VSV infection'®. Replicating virus was detectable in the blood for
more than 60 min without macrophages (Fig. 1a). This suggested that
macrophages have a crucial role in virus uptake. In mice lacking spleen
and lymph nodes (alymphoplasia (aly/aly) mice given splenectomy)?,
virus inoculate was taken up efficiently (Fig. 1a), which suggested that
without macrophages in the spleen, macrophages from other tissues,
such as liver Kupffer cells, sufficiently took up virus. This indicated
that macrophages in lymphoid and nonlymphoid compartments
participated in systemic virus clearance.

We next analyzed viral production after uptake by macrophages.
We detected replicating virus 1 hand 7 h after infection in the spleen,
whereas we detected no virus in other tissues (Fig. 1b). To analyze
viral replication without macrophages after intravenous infection,
we depleted mice of macrophages by injection of clodronate lipo-
somes and noticed enhanced replication of VSV in several organs
(Fig. 1c). Accordingly, mice depleted of macrophages were highly
susceptible to VSV infection (Fig. 1d). These observations indicated
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that macrophages were crucial for the control of VSV replication in
nonlymphoid tissue. To test the hypothesis that type [ interferon sup-
presses VSV replication in macrophages, we infected mice lacking
the IEN-a receptor (Ifnarl ™'~ mice; called ‘Ifnar~'~ mice’ here) with
VSV intravenously. Ifnar~'~ mice had excessive VSV replication in the
liver, lung, kidney, spleen, thymus and brain, whereas wild-type mice
had infectious VSV only in the spleen (Fig. 1e). These results showed
that macrophages in nonlymphoid tissues captured the virus and
suppressed its replication in a type I interferon-dependent manner.
In ‘macrophage-competent’ wild-type mice, we detected infectious
virus particles only in the spleen (Fig. 1b). This suggested that type I
interferon-dependent suppression of viral replication in macrophages
was limited in the spleen.

To investigate the mechanism of the enhanced viral replication in
the spleen, we next assessed viral protein expression by immunohis-
tological analysis of spleen and liver tissue 7 h after VSV infection. We
detected VSV glycoprotein in the spleen but not in the liver (Fig, 1f).
Immunohistological analysis showed that CD169* metallophilic macro-
phages allowed expression of VSV proteins (Fig. 1g). After adminis-
tration of ultraviolet (UV) light-inactivated VSV, we did not detect
glycoprotein expression in CD169" cells (Fig. 1h), which supported the
hypothesis that VSV actively replicates in these cells. To address the con-
tribution of CD169* macrophages to VSV replication, we used mice that
express the diphtheria toxin receptor under control of the Cd169 pro-
moter (CD169-DTR mice)*. Treatment with diphtheria toxin depletes
these mice of CD169* macrophages. We generated bone marrow chi-
meras by transferring bone marrow from control wild-type or CD169-
DTR mice into irradiated wild-type recipients. After reconstitution, we
treated chimeric mice with diphtheria toxin and infected them with
VSV intravenously. Administration of diphtheria toxin depleted mice of
CD169" macrophages in the spleen (Fig. 1i). Immunobhistological stain-
ing of VSV in the marginal zone was not detectable in mice depleted of
CD169" macrophage but was detectable in diphtheria-treated wild-type
chimeric mice (Fig. 1i), which suggested that CD169* macrophages
in the marginal zone enforced viral replication, whereas conventional
macrophages in the red pulp suppressed virus propagation. Spleen sec-
tions from Ifniar~'~ mice showed VSV replication in F4/80* red pulp
macrophages and in CD169* macrophages (Fig. 1j). Spleen sections
from wild-type mice showed VSV replication only in CD169* macro-
phages (Fig. 1j). In agreement with that result, Ifnar~~ Kupffer cells
expressed VSV glycoprotein in the liver, but wild-type Kupffer cells did
not (Fig. 1j). These findings suggested that in wild-type mice, Kupffer
cells and red pulp macrophages suppressed viral replication in a type |
interferon-dependent manner, whereas CD169* macrophages were
resistant to the effects of type I interferon. We conclude that early uptake
of virus by macrophages followed by type I interferon-mediated sup-
pression of replication is essential for the control of VSV infection and
the survival of mice. CD169* macrophages, however, allow viral replica-
tion in the presence of type I interferon.

Uspl8 in CD169* macrophages enhances viral replication

We next investigated the mechanism underlying the enforced viral
replication in CD169* macrophages. Because Usp18 inhibits the type I
interferon signaling pathway, competing with Jakl (refs. 12,13),
we hypothesized that Usp18 expression might allow VSV replica-
tion in CD169* macrophages. We did in situ hybridization of Usp18
during VSV infection. UspI8 was upregulated during infection in
the lymph follicle and the marginal zone but not in the red pulp
(Supplementary Fig. 1). To directly compare the expression of Usp18
in CD169* and F4/80* macrophages, we sorted F4/80* and CD169*
macrophages by magnetic-activated cell sorting and flow cytometry
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(f) Immunofluorescence in spleen and liver .
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sections from C57BL/6 mice (n=3) 7 h after
intravenous infection with 2 x 108 PFU or

2 x 108 PFU, stained for VSV glycoprotein
(green). (g) Immunofluorescence of spleen
sections from C57BL/6 mice (n=3) 7 h after
intravenous infection with 2 x 108 PFU of
VSV, stained for VSV glycoprotein (green),
B220 (B cells; blue), CDS0.2 (T cells;
magenta), F4/80 (macrophages; red) and
CD169 (metallophilic macrophages; red).

(h) Immunofluorescence of spleen sections
from C57BL/6 mice (n= 3 per group) 7 h
after intravenous infection with 2 x 108

PFU of active VSV or 2 x 108 PFU of UV
light-inactivated VSV, stained for VSV
glycoprotein (green) and CD169 (red).

(i) Immunofluorescence of spleen sections
from C57BL/6 bone marrow chimeras (n=4
per group) reconstituted with CD169-DTR

or wild-type bone marrow cells as control,
treated intraperitoneally with diphtheria toxin
and infected intravenously 3 d later with

2 x 108 PFU of VSV, stained for VSV
glycoprotein (green) and CD169 (red) 7 h
after infection. (j) Immunofluorescence of
spleen and liver sections from wild-type and
Ifnar’- mice (n = 3 per genotype) 16 h after
intravenous infection with 2 x 106 PFU of VSV,

2x10°
PFU

2x10°
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j Spleen
F4/80 & VSV
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stained for F4/80 (red), CD169 (red) and VSV glycoprotein (green). Scale bars, 100 um (main images) or 20 um (insets). *P < 0.01 (Student’s
t-test). Data are representative of two (a—d,i) or one of two (e-h, j) experiments (mean + s.e.m. (a) or mean and s.e.m. (b,c)).

(Supplementary Fig. 2) and measured UspI8 mRNA expression by
quantitative RT-PCR. The expression of Usp18 was significantly higher
in CD169* cells than in CD1697F4/80* macrophages (Fig. 2a). To fur-
ther confirm enhanced Usp18 expression in CD169* macrophages, we
did laser-capture microdissection of cells from the marginal zone and
red pulp (Supplementary Fig. 3). Cells isolated from the marginal
zone had higher expression of UspI8 than did cells from the red pulp
(Fig. 2b). To determine whether differences in UspI8 expression can
directly affect interferon-dependent VSV suppression, we transfected
HeLa human cervical cancer cells with increasing concentrations of
Usp18 expression plasmids'. In addition we used treatment with
IFN-0.2 because Hela cells respond well to this interferon subtype. In
the presence of IFN-02, Usp18 expression enhanced VSV replication
in a dose-dependent manner (Fig. 2c). To further determine whether
the expression of Usp18 in CD169* macrophages was responsible for
enhanced VSV replication in vivo, we infected Usp18~/~ mice with
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VSV intravenously. Immunohistological analysis showed that the
distribution of CD169* macrophages was similar in Uspl8~/~ mice
and wild-type mice. However, we detected little expression of viral
proteins in CD169* macrophages from UspI8~/~ mice (Fig. 2d). VSV
replication in the spleen of Usp18~/~ mice was significantly lower than
that in wild-type mice (Fig. 2e). Together these results indicated that
expression of Uspl8in CD169* macrophages in the lymph follicle was
essential for the enforced replication of VSV.

VSV replication promotes adaptive immunity

Next we analyzed the physiological role of VSV replication in
metallophilic macrophages. Intravenous immunization with
inactive (UV light-inactivated) virus leads to a limited adaptive
immune response?”*, We hypothesized that enforced viral
replication in CD169" macrophages could promote adaptive
immunity. Inactivation of VSV replication by UV light limited the
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Figure 2 Expression of Usp18in CD169* cells is responsible for enhanced g b

viral replication. (a) Expression of UspI18 mRNA in CD169* macrophages O F4/80° macrophages 01 Red pulp 10"
and F4/80* macrophages sorted from naive C57BL/6 mice (n = 4-5), B CD169" macrophages M Marginal zone
presented relative to the expression of Gapdh (encoding glyceraldehyde 8 10 ¢

*k
—

phosphate dehydrogenase). (b) Expression of UspI8 mRNA in marginal
zone tissue and red pulp tissue isolated by laser-capture microdissection
from spleen sections from naive C57BL/6 mice (n = 4), presented relative
to Gapdh expression. (c) VSV titers in supernatants of Hela cells (n=6
replicates) transfected with various concentrations of Usp18-expressing
plasmid, infected with VSV (multiplicity of infection, 0.01) and treated
24 h later with various concentrations of recombinant IFN-02 (key),
assessed 24 h after infection. (d) Immunofluorescence of spleen sections
from wild-type or Usp18~ mice (n = 3 per genotype) 7 h after intravenous

infection with 2 x 108 PFU of VSV, stained for VSV glycoprotein (green), d
CD169 (red) and B220 (blue). Scale bar, 100 um. (e) Spleen VSV titers

from wild-type or Usp18~ mice (n = 5 per genotype) 7 h after intravenous

infection with 2 x 106 PFU of VSV. *P< 0.05 and **P < 0.01 (Student’s wr
t-test). Data are representative of two (a,b,d,e) or three (c) experiments

(mean and s.e.m. (a,b) or mean £ s.e.m. (ce)).
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Figure 3 VSV replication in the spleen is required for efficient T cell and B cell responses. (a) Intracellular staining of [FN-y in slenocytes obtained
from C57BL/6 mice (n = 3) 7 d after intravenous immunization with replicating VSV (Live; 2 x 106 PFU) or UV light-inactivated VSV (UV; 2 x 10° PFU)
and 6 h after no restimulation (none) or restimulation with VSV-derived major histocompatibility complex class |-restricted p52 peptide (p52).

(b) VSV-neutralizing antibodies from C57BL/6 mice (n = 3-4) after intravenous immunization as in a. (c) VSV-neutralizing antibodies from C57BL/6
bone marrow chimeras (n = 5-6 per group) reconstituted with CD169-DTR cells or wild-type cells (control), treated intraperitoneally with diphtheria
toxin and infected intravenously 3 d later with 2 x 108 PFU of VSV. (d,e) Intracellular IFN-y staining of splenocytes derived from wild-type or Usp18~~
mice (n=5 (d) or 3 (e) mice per group) infected intravenously with 2 x 10% PFU VSV and not restimulated or restimulated with p52 peptide (d) or with
the VSV-derived major histocompatibility complex class Il-restricted p8 peptide (e). (f) Population expansion of CD4* T cells with transgenic expression
of a VSV-specific T cell antigen receptor (L7 cells) after transfer into wild-type and Usp18~~ mice (n = 4 per genotype), followed by no infection

(none) or intravenous infection with 2 x 108 PFU of VSV 1 d later, assessed 3 d after infection and presented relative to expansion in VSV-infected
wild-type mice, set as 100%. (g,h) VSV-neutralizing antibodies from wild-type and UspI18~'~ mice (n = 3-6 (g) or 7-8 (h) mice per genotype) infected
intravenously with 2 x 108 PFU of VSV (g) or immunized with 2 x 108 PFU of UV light-inactivated VSV (h). *P < 0.05, **P < 0.01 and ***P < 0.001
(Student's t-test). Data are representative of one of two (a,b) or two (c-f) or three (g,h) experiments (mean and s.e.m. (a,d,e) or mean + s.e.m. (b,c,f-h)).
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Figure 4 Defective induction of the adaptive immune response leads to
the spread of VSV into the brain. Survival (a) and VSV titers in the brain
and/or spinal cord (b) of wild-type and Usp18-- mice (n=7-11 (a)

or 4-5 (b) mice per genotype) after intravenous infection with 2 x 10©
PFU VSV, assessed 7-8 d after infection in b. *P < 0.05 and **P< 0.01
(Student’s t-test). Data are representative of three experiments

(mean +s.e.m. in b).

wild-type mice (Fig. 3d). Additionally, the CD4* T cell response was
lower in UspI8~/~ mice than in wild-type mice (Fig. 3e).

Next we analyzed whether the observed fewer VSV-specific CD4*
T cells depended on defective antigen presentation early after infec-
tion. We transferred splenocytes from mice with transgenic expression
of a VSV-specific T cell antigen receptor (L7 mice) into VSV-infected
wild-type and Usp18~/~ mice®'. The population expansion of adop-
tively transferred CD4* T cells was significantly lower in Usp18~/~
mice than in wild-type mice (Fig. 3f). This suggested that Usp18
deficiency in antigen-presenting cells was responsible for the lower
population expansion of VSV-specific CD4* T cells in Usp18~/~ mice
in vivo, but Usp18 deficiency in T cells was not.

Next we analyzed B cell responses. Usp18~'~ mice had a delayed
VSV-neutralizing IgM response and delayed formation of VSV-
neutralizing IgG antibodies after infection with live VSV (Fig. 3g).
To assess whether the delayed antibody induction in UspI8~'~ mice
was due to less replication of VSV, we immunized wild-type and
Usp18~/~ mice with nonreplicating UV light-inactivated VSV. To
induce measurable antibody titers, we used 100x the dose of UV
light-inactivated VSV, Immunization with replication-deficient
UV light-inactivated VSV did not lead to any difference between
wild-type and UspI8~/~ mice in the induction of VSV-specific
B cell responses (Fig. 3h). This suggested that the differences in VSV
replication activity were responsible for the differences in antibody
induction. Together these findings indicated that the replication of
VSV in metallophilic macrophages was essential for the induction of
an efficient adaptive immune response.

Usp18in DCs allows live virus—derived antigen presentation

DCs are professional antigen-presenting cells and therefore probably
contribute to the activation of the adaptive immune system during
VSV infection. Some DCs expressed VSV glycoprotein at later time
points of infection (Supplementary Fig. 4). We investigated whether
replication of VSV in DCs might contribute to activation of the adap-
tive immune system. Active viral replication in DCs is correlated
with T cell priming®2. We infected in vitro-generated wild-type and
Usp18~/~ DCs with VSV and added transgenic CD4* T cells 2 h later.
We observed less T cell proliferation in cocultures with virus-infected
Usp18~/~ DCs than in those with wild-type DCs (Supplementary
Fig. 4). Next we analyzed the activation capacity of Usp18~/~ DCs
in the presence of nonreplicating virus. Coculture of DCs with 100x
more UV light-inactivated VSV particles showed greater activation
of T cells without Usp18. Peptide-labeled DCs induced proliferation
in peptide-specific CD8" T cells independently of Usp18 expression
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(Supplementary Fig. 4). Together these findings indicated that Usp18
expression in DCs enhanced the presentation of replicating antigen.

Enforced VSV replication promotes survival
We found that replication of VSV in the spleen was necessary for neu-
tralizing antibody production. Such neutralizing antibodies are essen-
tial for control of VSV, Next we investigated whether Usp18-mediated
viral replication in lymph follicles would be beneficial for survival
during VSV infection. After intravenous infection with VSV, Usp18~/~
mice showed typical VSV-mediated paralysis and died 1 week after
infection, whereas wild-type mice survived VSV infection (Fig. 4a).
The paralysis and death of UspI8~/~ mice could have been explained
by the spread of VSV into the spinal cord or the brain (Fig, 4b).
We concluded that Usp18-mediated enforced VSV replication in
CD169* macrophages promoted adaptive immunity to guarantee fast
neutralization of infectious VSV and survival of the infected host.
Next we analyzed whether enforced viral replication in lymph
follicles and spleen would be beneficial for the survival of VSV peri-
pherally. Intranasal administration of VSV leads to fast spread of VSV
to the central nervous system**. Given our data, we speculated that
with this infection route, viral replication in lymphoid tissue is limited
and that this would lower the adaptive immune response to VSV. To
directly determine whether enforced replication of virus in the spleen
could prevent spread of VSV from peripheral sites to central nervous
system, we infected mice intranasally with VSV. In addition, we
infected mice by intravenous injection with 2 x 10¢ plaque-forming
units (PFUs) of replication-competent VSV or UV light-inactivated
VSV. Mice that received live virus intravenously in addition to intra-
nasal infection with VSV had higher titers of neutralizing antibody
(Fig. 5a) and survived the infection (Fig. 5b). Mice that received UV
light-inactivated VSV had lower antibody titers and died of intranasal
VSV infection (Fig. 5a,b). Thus, intravenous infection with live VSV
induced protective adaptive immunity and protected mice from lethal
intranasal infection with VSV.

Lymphotoxin-p receptor mediates enforced viral replication

Lymphotoxins are important for the development and function of
various cells of the innate immune response, including DCs and
CD169* macrophages’. We speculated that lymphotoxins are
involved in the process of enforced viral replication. VSV glyco-
protein expression was considerably impaired in the spleen of mice
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Figure 5 Replication of VSV in the spleen protects mice from lethal
intranasal infection. VSV-neutralizing antibodies (a) and survival (b) of
wild-type mice (n = 6-7 mice per genotype) infected intranasally with
5% 10% PFU of live VSV and injected intravenously with 2 x 108 PFU
of live VSV or 2 x 108 PFU of UV light-inactivated VSV. *P < 0.05,
**P<0.01, ***P<0.001 (Student's t-test). Data are representative of
two experiments (mean + s.e.m. in a).
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deficient in the receptor for lymphotoxin-b (Ltbr~/~ mice), which cor-
related with the low number of CD169* metallophilic macrophages
(Supplementary Fig. 5). Accordingly, early viral titers in the spleen
were much lower in Ltbr/~ mice than in wild type mice after VSV
infection (Supplementary Fig. 5), which suggested that lymphotoxins
were involved in the process of enforced viral replication. CD8" T cell
responses were impaired in Ltbr'~ mice (Supplementary Fig. 5).
In agreement with those results, the VSV-specific B cell response
was delayed in Ltbr~ mice (Supplementary Fig. 5). Ltbr~'~ mice
developed typical VSV-mediated paralysis and died 7 d after infec-
tion (Supplementary Fig. 5). The death of Ltbr~/~ mice could have
been explained by VSV propagation in the brain or spinal cord or
both (Supplementary Fig. 5). These data showed that lymphotoxins
influenced early viral replication and this might have partially con-
tributed to the immunodeficiency in these mice.

DISCUSSION

In this study, we found that CD169* metallophilic macrophages
allowed viral replication for the promotion of adaptive immunity.
Macrophages of the spleen and the liver captured viral particles after
systemic virus infection. Red pulp macrophages and Kupffer cells
suppressed viral replication in a type I interferon-dependent manner.
CD169* macrophages had higher expression of Usp18, and the sub-
sequent type I interferon resistance enforced viral replication. Either
alack of CD169" macrophages or deficiency in Usp18 led to limited
viral replication in the spleen. Low viral titers in the spleen led to
impaired priming of the adaptive immune system. Lack of neutral-
izing antibodies in Usp18~/~ mice allowed the spread of virus from
low replication at peripheral sites to neuronal tissue, thus leading to
paralysis and death of the mice.

The innate immune response is a double-edged sword. Type I
interferon production inhibits viral replication, and this inhibition
is crucial to the prevention of virus distribution’. In addition, type I
interferon enhances proteasomal degradation and cross-priming*”,
upregulates costimulatory molecules on DCs* and increases the pro-
liferative ability of activated T cells® and B cells*!. Our findings have
confirmed published studies indicating that macrophages capture
virus particles and suppress viral replication in the red pulp of the
spleen and the liver®. However, the inhibition of viral replication
decreases the amount of antigen that can be presented to the adaptive
immune system. The amount of antigen is positively correlated with
the degree of stimulation of the adaptive immune system”>Z¢. Our
findings suggest that viral replication is required for the promotion of
T cell priming and the production of neutralizing antibodies.

CD169* macrophages are situated to promote such viral replica-
tion. They reach into the marginal sinus and filter pathogens from
the bloodstream?®. Their anatomical location in the spleen allows the
presentation of antigen to B cells'#10%%, Additionally, CD169" cells
connect to fibroblastic reticular cell conduits, which can transport
antigen to DCs in the T cell zone'®, CD169* cells are important for
the presentation of virus to plasmacytoid DCs and therefore are essen-
tial for activation of the innate immune system*2. For subcutaneous
infection with VSV, the induction of protective type I interferon has
been reported only in the presence of VSV replication in the lymph
node*2. This observation could suggest that enforced viral replication
is important not only for activation of the adaptive immune system
but also for activation of the innate immune system.

Several signaling molecules influence the responsiveness of cells
to type I interferon®. Therefore, enhanced expression of suppres-
sor of cytokine signaling (SOCS) proteins could contribute to the
type I interferon unresponsiveness of CD169* macrophages>!%43,
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Indeed, we found enhanced basal expression of SocsI and Socs3, but
not of Oasl or Isgl5, in CD169* macrophages (data not shown).
Therefore, in addition to Usp18, SOCS1 and SOCS3 may act synergis-
tically to allow VSV replication in CD169* macrophages. In this study,
we focused on the role of Usp18 and its influence on VSV replication.

Lack of Usp18 led to VSV replication in the brain and spinal cord,
early paralysis and death after systemic infection with 2 x 10° PFU of
VSV. Usp18 deficiency prevents death after intracranial infection with
10 PEU of VSV!2. Control of viral replication during infection via an
intracranial route depends only on the innate immune response. In
contrast, the adaptive immune response is essential for the prevention
of lethal VSV infection during systemic intravenous infection with
2% 10° PFU of VSV¥**, Therefore, the expression of Usp18, although
it may locally augment VSV replication in the spleen, is of overall
benefit for the host during systemic infection.

It remains to be investigated how the mechanism of enforced
viral replication contributes to adaptive immune responses to other
viruses and to vaccination strategies for human pathogenic viruses.
Through the use of the noncytopathic lymphocytic choriomenin-
gitis virus (LCMV), we found that enforced viral replication also
contributed to the adaptive immune response to this virus (data not
shown). Published studies have indicated that in the case of human
pathogenic viruses, replicating viruses elicit a stronger neutralizing
antibody response than do inactivated virus particles*>6, Several live
attenuated vaccines provide sufficient protection, whereas inactivated
vaccines do not induce a protective antibody response (for example,
vaccines asgainst rubella, measles, mumps, yellow fever, varicella
and chicken pox). Vaccination with active rubella virus or poliovirus
induces long-term protective IgG responses and also induces the pro-
duction of IgA*>6, TgA can very efficiently neutralize poliovirus in
the gut; therefore, immunization with active virus would not only pro-
vide longer protection but also be beneficial in disrupting the chain of
infection. We speculate that Usp18 expression in the splenic marginal
zone may enforce polioviral replication and induce rapid protective
neutralizing antibodies. Indeed, although type I interferon suppresses
poliovirus in several cell types, in type I interferon-competent mice,
virus replicates in the marginal zone*”. It remains to be determined
whether this replication depends on Usp18 expression and whether
it is essential for the induction of IgA.

We found that the absence of Usp18 in DCs was important for
the activation of CD4* T cells during immunization with live virus.
That finding suggested that immune activation at later stages of
VSV infection depended on Usp18 expression and viral replication
in DCs. During influenza virus infection, active viral replication in
DCs leads to greater antiviral T cell responses™. It remains to be
addressed whether enforced viral replication contributes to the strong
costimulatory ability of DCs.

CD169* macrophages may enhance the amount of foreign virus
antigen through enforced viral replication, so that immunological
ignorance is converted into immune activation. In the RIP-GP model
of virus-induced autoimmune diabetes, limited viral replication or
soluble antigen cannot induce diabetes**->C. That finding is explained
mainly by limited costimulation and limited inflammatory signals in
beta-islet cells*>*". Given our findings, we propose that the lack of
antigen amplification in CD169* macrophages may be related to the
lack of diabetes during immunization with soluble nonreplicating
antigen. In conclusion, we found here that enforced viral replication
was triggered by Usp18 expression in CD169* metallophilic macro-
phages and led to anatomically restricted viral replication and to
rapid production of virus-neutralizing antibodies, thereby preventing
fatal disease.
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METHODS
Methods and any associated references are available in the online version
of the paper at http://www.nature.com/natureimmunology/.

Note: Supplementary information is available on the Nature Immunology website.
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ONLINE METHODS

Mice. Usp18~'~ mice were bred heterozygously onto a Sv129 x C57BL/6 back-
ground F,. Uspl8~/~ mice were directly compared with littermate controls.
All other mice used in this study were maintained on a C57BL/6 background.
During survival experiments, the health status of the mice was checked twice
daily. After the appearance of clinical signs of VSV replication in the central
nervous system, such as paralysis, mice were removed from the experiment
and considered dead. Animal experiments were done with the authorization of
Veteriniramt Nordrhein-Westfalen (Diisseldorf, Germany) and in accordance
with the German law for animal protection, the institutional guidelines of the
Ontario Cancer Institute, or both.

Bone marrow chimeras. For the generation of bone marrow chimeras,
C57BL/6 mice were irradiated with 1,050 rads. After 24 h, mice were recon-
stituted intravenously with 1 x 107 bone marrow cells. At 15 d later, all mice
were treated with 200 [l clodronate liposomes to guarantee donor-derived
origin of marginal zone macrophages. At 35 d after reconstitution, mice were
used for experiments.

Depletion of macrophages. For the depletion of CD169* macrophages,
diphtheria toxin (30 pg per kg body weight) was injected into each mouse
intraperitoneally (Sigma-Aldrich). For depletion of complete macrophages,
200 pl clodronate liposomes were injected intravenously. Control mice were
injected with empty liposomes.

Generation of DCs. Bone marrow cells from wild-type and UspI8~/~ mice
were cultured for 9 d with mouse granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor (4 ng/ml; Pan Biotech). IFN-0:4 was from PBL Interferonsource.

Virus. VSV (Indiana strain, Mudd-Summers isolate), was originally obtained
from D. Kolakofsky. Virus was propagated on BHK-21 hamster kidney fibro-
blasts at a multiplicity of infection of 0.01 and was then ‘plaqued’ onto Vero
cells. VSV was inactivated for 10 min with UV light. Peptides were from the
Polypeptide Group.

Neutralizing antibody assay. Serum was prediluted (1:40). The complement
system was inactivated for 30 min at 56 °C. For analysis of IgG kinetics, diluted
samples were treated with B-mercaptoethanol (0.1 M) for removal of IgM.
Serum was titrated 1:2 over 12 steps and incubated with 1 x 10> PFU of VSV.
After 90 min of incubation, the virus-serum mixture was ‘plaqued’ on Vero
cells. Overlay was added after 1 h. Plaques were counted 24 h later by crystal
violet staining.

Histology. Histological analyses of snap-frozen tissue used monoclonal antibody
to VSV glycoprotein (Vil0; made in-house). Anti-CD45R (B220; RA3-6B2) and
anti-CD90.2 (53-2.1) were from eBioscience. Red pulp macrophages were stained
with anti-F4/80 (BMS; eBiosciences) and DCs were stained with anti-CD11c¢
(N418; eBiosciences). Anti-CD169 (MOMA-1) was from Abcam.

In situ hybridization, Uspl8 mRNA was located through use of the clone
pBK-CMV-mUBP43 containing full-length mouse UspI8 ¢DNA. Tissue
sections (5 im in thickness) were dewaxed and hybridized as described®!.
Hybridization mixtures contained **S-labeled RNA antisense or sense control
probes obtained from full-length mouse UspI8 (500 ng/ml) in 10 mM
Tris-HCL, pH 7.4, 50% (vol/vol) deionized formamide, 600 mM NaCl,
1 mM EDTA, 0.02% (wt/vol) polyvinylpyrrolidone, 0.02% (vol/vol) Ficoll,
0.05% (wt/vol) BSA, 10% (wt/vol) dextrane sulfate, 10 mM dithiothreitol,
denatured sonicated salmon sperm DNA (200 j1g/ml) and rabbit liver tRNA
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(100 pg/ml). Hybridization with RNA probes proceeded for 18 hat 42 °C. Slides
were then washed as described followed by 1 h at 55 °C in 2x standard saline
citrate. Unhybridized single-stranded RNA probes were digested for 30 min at
37 °C with RNase A (20 pg/ml) in 10 mM Tris-HCI, pH 8.0, and 0.5 M NaCl.
Tissue slide preparations were exposed to autoradiography film for 3 weeks
and stained with hematoxylin and eosin.

Laser-capture microdissection. Frozen tissue sections (10 tm in thickness) were
cut under RNase-free conditions. On the day of microdissection, sections were
either stained with biotin-anti-CD169 (MOMA-1; Abcam), and streptavidin-
peroxidase or with a HistoGene Frozen Section Staining Kit according to the
manufacturer’s protocol (Applied Biosystems). For dehydration, slides were
incubated for 30 s consecutively in 75%, 95% and 100% (vol/vol) ethanol
and then for 5 min in xylene. After the dehydration procedure, sections were
air-dried for 12 min. Samples of spleen tissue were captured from the stained
slides on Capsure HS LCM caps by using a PixCell 11 laser capture microscope
(Applied Biosystems) with the laser pulse power set at 75 mW and a threshold
voltage of 200 mV.

Total RNA extraction, cDNA synthesis and quantitative real-time PCR.
Total RNA was extracted from cells on CapSure HS LCM caps (Applied
Biosystems) with a PicoPure RNA isolation kit according to the manufacturer’s
protocol (Arcturus; Applied Biosystems). RNA from sorted cells was isolated
with an RNA Mini Kit (Qiagen). RNA was reverse-transcribed to cDNA with a
Quantitect Reverse Transcription kit (Qiagen). Expression of Gapdh and Usp18
was analyzed with primers from Applied Biosystems Mm00449455_m1 and
Mm03302249_gl. Expression was normalized to that of Gapdh and compared
for the study groups.

Flow cytometry. Lymphocytes were stained with anti-CD8 (53-6.7; BD
Biosciences), anti-CD4 M1/70; eBiosciences and anti-IFN-y (XMG1.2;
eBiosciences) after 6 h of restimulation with VSV antigen p8 peptide or p52
peptide. For staining of CD169* macrophages, 36 g biotin-anti-CD169
(MOMA-1; Abcam) was injected intravenously. After 15 min, spleens were
digested with Liberase and DNAse. CD169* macrophages were stained with
streptavidin-phycoerythrin (eBiosciences) in combination with anti-CD11b
(RA3-6B2; eBiosciences) or anti-F4/80 (BM8; eBiosciences).

Sorting of macrophages and T cells. Biotin-anti-CD169 (36 j1g; Abcam) was
injected into C57BL/6 mice. After 10 min, splenocytes were digested with
Liberase DNAse (Roche) and stained with anti-biotin microbeads (Miltenyi)
and streptavidin-phycoerythrin (eBiosciences) or with phycoerythrin-anti-
F4/80 (BM8; eBiosciences) and anti-PE microbeads (Miltenyi). After 30 min
of incubation, splenocytes were sorted by magnetic-activated cell sorting.
CD169* cells were additionally sorted by flow cytometry. T cells were sorted
with a MACS (130-090-861; Miltenyi) kit.

Transfection with Usp18 plasmid. For transcription of Usp18, the construct
pcDNA3-hUSP18 was used (C.B. Fan, ].B. and D.-E.Z., unpublished data).
HeLa cells (1 x 10) were transfected, through the use of a Superfect-Kit
(Qiagen), with 4 jig DNA derived from Usp18-expressing plasmid and empty
vector at various ratios. [FN-02 was from PBL Interferonsource.

Statistical analysis. Student’s {-test was used to detect significant differences
between two groups. P values of less than 0.05 were considered significant.

51.Klingel, K. et al. Ongoing enterovirus-induced myocarditis is associated with
persistent heart muscle infection: quantitative analysis of viral replication, tissue
damage, and inflammation. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 314-318 (1992).

doi:10.1038/ni.2169
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Supplementary Figure 1: Usp/8 is up-regulated in the lymph follicle during VSV infection

Uspl8 in situ hybridization of spleen sections from C57BL/6 mice after intravenous infection with 2x10° PFU of
VSV at 0, 7 and 15 hours post infection. One of n = 3 representative stains is shown. Sense-control staining was
negative. White dots indicate the border between red and white pulp (WP, lymph follicle). Scale bar 100 um;
scale bar of insert, 20 pm.
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Supplementary Figure 2: Detection of VSV in CD169" macrophages by FACS

(a) FACS staining of splenocytes from C57BL/6 bone marrow chimeras reconstituted with CD169-DTR or wild-
type bone marrow cells as control, treated intraperitoneally with diphtheria toxin (30pg/kg body weight) and
infected intravenously 3 days later with 2x10® PFU of VSV and stained with immunofluorescence antibodies for
CD169, F4/80, and CD11b 7 hours post infection (One of two stainings is shown). (b) FACS staining of
splenocytes from C57BL/6 mice infected intravenously with 2x10" PFU of VSV and stained for VSV-GP,
CD169 and F4/80 7 hours post infection. Shown are cells gated on CD169 or F4/80. Grey area represents isotype

control. Back line shows staining with anti-VSV glycoprotein (VSV-GP). One of two representative stains is
shown.
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Supplementary Figure 3: Visualization of micro-dissected areas
Histology of snap-frozen tissue from spleen sections stained for CD169 and dissected using laser capture
technique. Slides show tissue before microdissection, tissue after microdissection, and captured micro-dissected

cells.
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Supplementary Figure 4: Enhanced antigen presentation of live virus in Uspl8 competent dendritic cells
(a) Immunofluorescence in spleen sections from CS7BL/6 mice infected intravenously with 2x10° PFU and
stained with antibodies for VSV glycoprotein (VSV-GP; green) and dendritic cell marker (CD11¢; red) 7, 16 and
36 hours after infection. Various magnifications are shown. One of three representative slides is shown. Scale
bar, 50 um. (b) Proliferation of T cells in cocultures of CFSE-labeled T cells from mice carrying a VSV-specific
T-cell receptor as a transgene (L7 mice) and DCs generated from WT and Usp/8" bone marrow and incubated
with live VSV (MOI 1) or with UV-inactivated VSV (MOI 100) together with IFN-a4 (50 U/mL) two hours
before T cells were added, analyzed 60 hours post infection (One of 3 representative stainings is shown). (¢)
Proliferation of T cells in cocultures of CFSE-labeled purified T cells from a mouse carrying a LCMV-GP33-
specific CD8" T-cell receptor as a transgene (P14 mice) and DCs generated from WT and Usp/8" bone marrow
and labeled with MHC-I restricted epitope GP33 in the presence of IFN-u4 (50 U/mL) two hours before T cells
were added, analyzed 60 hours post labeling (One of 3 representative stainings is shown).
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Supplementary Figure 5: Lymphotoxin-p receptor is essential for replication of VSV in the spleen, for
activation of adaptive immune cells and for survival of VSV infection

(a) Immunofluorescence in spleen sections from WT and Ltbr” mice infected intravenously with 2x10* PFU
and stained with antibodies for VSV glycoprotein (VSV-GP; green), CD169 (red) and B220 (blue) 7 hours after
infection (One of three representative slides is shown). Scale bar, 100um. (b) Virus titers from WT and Ltbr
mice infected intravenously with 2x10° PFU determined 7 hours post infection (n = 5, pooled from two
experiments). (c¢) Intracellular IFN-y staining of splenocytes derived from WT or Lthr”™ mice infected
intravenously with 2x10° PFU VSV and restimulated for 6 hours with the VSV-derived MHC-I restricted p52-
peptide analyzed 7 days post infection (n = 3). (d, ) VSV-neutralizing antibodies (d) and survival (e) from WT
or Ltbr” mice infected intravenously with 2x10° PFU VSV (d, n = 4 - 6, pooled from three experiments e, n =
11, pooled from three experiments). (f, g) Virus titers (f) and immunofluorescence of brain sections stained for
VSV-GP (green) and DAPI (blue) (g) from WT or Ltbr™ mice infected intravenously with 2x10° PFU VSV 7
days after infection (f, » = 4; g n = 3; pooled from two experiments). Scale bar, 20 pm; *P < 0.05, **P < (.01,
*REP < (0.001
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Abkiirzungsverzeichnis (List of abbrevations):

Aly: alymphoplasia

DTR: diphtheria toxin receptor

Eif2ak2 (=PKR): protein kinase R

Fig.: figure

d: days

DCs: dendritic cells

Gapdh: glyceraldehyde phosphate dehydrogenase
GP: glycoprotein

h: hours

IFN-a: interferon-alpha

Ifnarl”": interferon alpha receptor Typ |
IFN-B: interferon-beta

IFN-y: interferon-gamma

IgA: immunglobuline A

IgG: immunglobuline G

IgM: immunglobuline M

Isg15: interferon-stimulated gene 15

Jakl: janus activated kinase 1

LCMV: lymphocytic choriomeningitis virus
Ltbr”: lymphotoxin beta receptor knock-out
Mx1: myxovirus resistance 1

Oasl: 2°5 -oligoadenylate synthetase 1
PFUs: plague-forming units

P8: peptide 8

P52: peptide 52

RIP: rat insulin promoter

Rnasel: ribonuclease L

STAT: signal transducer and activator of transcription
Tyk2: tyrosine kinase 2

Usp18/UBP43: ubiquitin specific protease 18 / ubiquitin binding protein 43
UV: ultraviolet

VSV: vesicular stomatitis virus

WT: wild-type
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Km: micrometer

Abbildungsverzeichnis (List of tables)

Fig. 1: CD169" metallophilic macrophages allow viral replication in the spleen, but red pulp
macrophages and Kupffer cells do not

(a): VSV blood titers

(b): VSV titers

(c): Viral replication

(d): Survival

(e): VSV titers of wild-type and Ifnar”” mice

(f): Immunofluorescence of spleen and liver sections from C57BL/6 mice, stained for VSV
(green)

(g): Immunofluorescence of spleen sections from C57BL/6 mice, stained for VSV (green),
B220 (B cells; blue), CD90.2 (T cells; magenta), F4/80 (macrophages; red) and CD169
(metallophilic macrophages; red)

(h): Immunofluorescence of spleen sections from C57BL/6 mice, stained for VSV (green) and
CD169 (red)

(i): Immunofluorescence of spleen sections from C57BL/6 bone marrow chimeras
reconstituted with CD169-DTR or wild-type bone marrow, stained for VSV (green) and
CD169 (red)

(j): Immunofluorescence of spleen and liver sections from wild-type and Ifnar'/' mice, stained
for F4/80, CD169 (red) and VSV (green)

Fig. 2: Expression of Usp18in CD169" cells is responsible for enhanced viral replication

(a): Expression of Usp18 mRNA in CD169" and F4/80"-macrophages

(b): Expression of Usp18 mRNA in marginal zone tissue and red pulp tissue

(c): VSV titers in supernatants of Hela cells transfected with various concentrations of

Usp18-expressing plasmid

(d): Immunofluorescence of spleen sections from wild-type or Usp18 " mice, stained for VSV

(green), CD169 (red) and B220 (blue)

(e): VSV titers in the spleen from wild-type or Usp18 7 mice
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Fig. 3: VSV replication in the spleen is required for efficient T cell and B cell responses

(a): Intracellular staining of IFN-y in splenocytes obtained from C57BL/6 mice 7d after
intravenous immunization with replicating VSV (Live; 2 x 10° PFU) or UV light-inactivated
VSV (UV; 2 x 10° PFU) and 6h after no restimulation (none) or restimulation with VSV-
derived major histocompatibility complex class I-restricted p52 peptide (p52)

(b): VSV-neutralizing antibodies from C57BL/6 mice after intravenous immunization with
replicating VSV (Live; 2 x 10° PFU) or UV light-inactivated VSV (UV; 2 x 10° PFU)

(c): VSV-neutralizing antibodies from C57BL/6 bone marrow chimeras reconstituted with
CD169-DTR cells or wild-type cells d3 after infection with VSV (2 x 10° PFU)

(d): Intracellular IFN-y staining of splenocytes derived from wild-type or Usp18” mice
infected intravenously with 2 x 10° PFU VSV and not restimulated or restimulated with
p52 peptide

(e): Intracellular IFN-y staining of splenocytes derived from wild-type or Usp18” mice
infected intravenously with 2 x 10° PFU VSV and not restimulated or restimulated with
the VSV-derived major histocompatibility complex class lI-restricted p8 peptide

(f): Expansion of CD4" T cells with transgenic expression of a VSV-specific T cell antigen
receptor (L7 cells) after transfer into wild-type and Usp18'/' mice, followed by no
infection (none) or intravenous infection with 2x 10° PFU of VSV 1 d later, assessed 3 d
after infection and presented relative to expansion in VSV-infected wild-type mice, sets
as 100 %.

(8): VSV-neutralizing antibodies from wild-type and Usp18” mice infected intravenously
with 2 x 10° PFU of VSV

(h): VSV-neutralizing antibodies from wild-type and Usp18”" mice immunized with 2 x 10°
PFU of UV light-inactivated VSV

Fig. 4: Defective induction of the adaptive immune response leads to the spread of VSV into the brain

(a): Survival

(b): VSV titers in the brain and/or spinal cord

Fig. 5: Replication of VSV in the spleen protects mice from lethal intranasal infection
(a): VSV-neutralizing antibodies

(b): Survival
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Supplementary Figures:

Suppl. Fig. 1: Usp18 is up-regulated in the lymph follicle during VSV infection

Suppl. Fig. 2: Detection of VSV in CD169" macrophages by FACS

Suppl. Fig. 3: Visualization of micro-dissected areas

Suppl. Fig. 4: Enhanced antigen presentation of live virus in Usp18 competent dendritic cells

Suppl. Fig. 5: Lymphotoxin-B receptor is essential for replication of VSV in the spleen, for activation

of adaptive immune cells and for survival of VSV infection
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Abstract

Infection with viruses carrying cross-reactive antigens is associated with break of immunological tolerance and induction of
autoimmune disease. Dendritic cells play an important role in this process. However, it remains unclear why autoimmune-
tolerance is broken during virus infection, but usually not during exposure to non-replicating cross-reactive antigens. Here
we show that antigen derived from replicating virus but not from non-replicating sources undergoes a multiplication
process in dendritic cells in spleen and lymph nodes. This enforced viral replication was dependent on Usp18 and was
essential for expansion of autoreactive CD8" T cells. Preventing enforced virus replication by depletion of CD11c" cells,
genetically deleting Usp18, or pharmacologically inhibiting of viral replication blunted the expansion of autoreactive CD8" T
cells and prevented autoimmune diabetes. In conclusion, Usp18-driven enforced viral replication in dendritic cells can break
immunological tolerance and critically influences induction of autoimmunity.
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Introduction

Autoimmune diabetes in humans is characterized by immuno-
logical destruction of beta islet cells in the pancreas; this cellular
destruction leads to hyperglycemia [1]. T cells specific for beta islet
cell antigens play an important role in the development of the
disease and have been found to arise after exposure to viruses that
contain cross-reactive epitopes [2-4]. Viruses known to contain
cross-reactive epitopes are enterovirus, rubella virus, and rotavirus.
Infection with these viruses is often found during the onset of
diabetes [5-7]. Recent evidence of the ability of viruses to induce
diabetes comes from epidemiological and genetic analyses, which
have shown that functional polymorphisms in interferon-regulat-
ing genes are strongly associated with autoimmune diabetes [8
10]. Thus, viral infection is associated with the onset of
autoimmune diabetes in humans, and molecular mimicry is an
obvious explanation for the immunological destruction of pancre-
atic beta cells. Besides viruses, several other pathogens and
environmental proteins, such as bovine serum albumin (BSA) and
beta-casein, carry cross-reactive epitopes to beta islet cells [11-13].
Because both substances are found in cow milk, many people are
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exposed to those antigens. However, this exposure is not strongly
linked to the induction of autoreactive T cells or to the occurrence
of autoimmune diabetes [14,15]. Several bacterial species (e.g.
Escherichia coli, Pseudomonas species, and Campylobacter) are known to
carry epitopes that are cross-reactive to beta islet cells [16,17].
Although infection with these opportunistic pathogens will lead to
presentation of cross-reactive beta islet antigens in combination
with high amounts of bacterial Toll-like receptor (TLR) ligands,
the contribution of these bacteria to the incidence of diabetes
remains uncertain [18]. Thus, cross-reactive viruses, are more
efficient than other cross-reactive antigens in breaking immuno-
logic tolerance.

During the onset of autoimmune diabetes, antigen presenting
cells (APCs) in secondary lymphoid organs (SLO) are key players
in regulating immunological tolerance and immune activation [1].
With their ability to express costimulatory molecules, APCs like
dendritic cells (DCs) or macrophages efliciently prime antigen-
specific CD8" T cells [1,19]. DCs express costimulatory molecules
after antigen uptake in combination with pattern recognition
receptor ligation. Therefore activation of pattern recognition
receptors by pathogen-derived patterns is an  important
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Author Summary

Autoimmune diabetes in humans is linked to infection
with viruses, which carry cross-reactive antigens. Virus
derived cross-reactive antigens break immunological tol-
erance to pancreatic islets, which initiates disease. Several
other non-viral sources of cross-reactive antigens are
known, however they usually fail to induce diabetes. Here
we found that viral antigen underwent an Usp18 depen-
dent replication in dendritic cells. This mechanism was
essential to generate sufficient amounts of cross-reactive
antigen and to expand autoreactive CD8" T cells. Blocking
of virus replication by either depletion of dendritic cells,
genetic depletion of Usp18 or pharmacological inhibition
of replication blunted expansion of autoreactive CD8" T
cells and prevented diabetes. In conclusion we found that
enforced virus replication broke the tolerance to self-
antigen, which partially explains the strong association of
autoimmune diseases with virus infections.

mechanism by which DCs can differentiate between self-antigen
and foreign antigen. In addition to costimulatory molecules, the
amount of antigen presented is important in determining whether
tolerance induction or immune activation will occur [20,21]. A
low amount of presented antigen on DCs induces immunological
tolerance against this antigen, even if it is presented in parallel with
costimulatory signals [22,23]. In contrast, DCs loaded with high
amounts of antigen may induce immune activation even in the
absence of costimulatory molecule expression [22,24,25]. Thus,
the amount of presented antigen is another independent factor
that determines tolerance induction or immune activation. We
recently reported that CDI169" macrophages enforce virus
replication, which enhances adaptive immune response [26]. If
dendritic cells participate in antigen amplification and how this
affects immunological tolerance remains unknown. To examine
the importance of enforced viral replication in the context of
autoimmune diabetes, we studied the induction of autoimmune
diabetes in the RIP-GP mouse model [27]. In this model the
glycoprotein (GP) of lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV)
1s expressed as a transgene under the control of the rat insulin
promoter (RIP). Following LCMV infection, LCMV-GP specific
CD8" T cells are primed and destroy the LCMV-GP expressing
insulin producing pancreatic islet cells leading to autoimmune
diabetes.

Results

Depletion of dendritic cells blunted early virus replication
and prevented autoimmune diabetes

To analyze the contribution of dendritic cells in LCMV
replication, we used CDI11c-DTR mice. Treatment of CDIlc-
DTR mice with diphtheria toxin depletes dendritic cells [28]. Lack
of dendritic cells completely blunted ecarly LCMV replication in
spleen and lymph nodes (Figure 1A). Reduced LCMYV replication
in the CD11lc" compartment impaired viral antigen expressed
within the spleen as assessed by immune-histology (Figure 1B).
This reduction of replicating antigen in the spleen correlated with
the lack of induced interferon-alpha (Figure 1C). Subsequently, the
LOCMV-specific CD8" T cell response against LOCMV-GP was
blunted in the absence of dendritic cells (Figure 1D) and CD8" T
cell-mediated autoimmune diabetes was prevented (Figure 1E). In
the absence of DCs virus could not be controlled and persisted in
the blood (Figure 1F). This secondary virus propagation was most
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likely due to the lack of innate and adaptive immune response
[29,30].

Pharmacologic reduction of viral replication inhibits
onset of autoimmune diabetes

Besides enhancing early LCMV replication, dendritic cells are
known to initiate the immune response by potent expression of co-
stimulatory molecules (Figure S1). To see whether virus replica-
tion, and not other dendritic cell functions were essential to initiate
autoimmune diabetes we treated mice with the anti-viral drug
Ribavirin, which can efficiently suppress LCMV replication [31].
Indeed Ribavirin treatment was associated with significantly
suppressed early LOMV replication (Figure 2A). In line with that
innate antiviral IFN-o production was reduced in Ribavirin
treated mice (Figure 2B). Reduced early virus replication blunted
LCMV-specific CD8" T cell priming and prevented onset of
diabetes (Figure 2C and D). These data imply that indeed early
virus replication in dendritic cells is essential to break immuno-
logical tolerance.

Expression of Usp18 in dendritic cells contributes to early
virus replication and onset of diabetes

We found that LCUMYV replicated in dendritic cells in spleen and
lymph nodes. In other organs no virus replication was detected,
due to suppression of virus replication by IFN-I (Figure 3A).
Therefore we wondered whether expression of endogenous
inhibitors of IFN-I signaling in dendritic cells contributed to
LCMV replication in dendritic cells. Uspl8 (UBP43) binds to the
Jakl binding site of the type I interferon receptor and inhibits its
phosphorylation [32]. Therefore Uspl8 is a very efficient IFN-I
inhibitor. First we analyzed expression of UBP43 in dendritic
cells. Naive dendritic cells, but not bone marrow—derived
macrophages or fibroblasts, exhibited high expression of UBP43
(Figure 3B). Absence of UBP43 in Ui[)t’e’j’f/f mice [33] reduced
LCMV replication in DCs in vitro (Figure 3C) and was associated
with reduced LCMV replication in spleen and lymph nodes i vivo
(Figure 3D). These findings demonstrate that LCMV replication is
enforced in dendritic cells as a consequence of Uspl& expression.
To test the role of Uspl8 in priming virus specific CD8* T cells we
infected WT and Uspl8 ’~ mice with 200 PFU LCMYV. The
absence of Uspl8 strongly impaired expansion of antiviral CD8*
T-cells in the spleen till day 7 (Figure 3E). Reduced frequencies of
virus specific CD8™ T cells were in line with reduced numbers of
IFN-y producing CD8" T cells after restimulation (Figure 3F). In
the blood Usp78™ "~ mice showed limited frequencies of virus-
specific CD8" T cells (Figure 3G). Although CD8 T cells were
reduced virus could be controlled in Usp/8™ "™ mice (Figure S2).
Next we generated bone marrow chimeras by transferring
Usp18~ '~ bone marrow into irradiated RIP-GP mice to analyze
the role of Uspl8 on virus induced autoreactive CD8™ T cells.
Lack of Uspl8 on bone marrow derived cells blunted autoreactive
CD8" T cell response (Figure 3H). To underline the role of Usp!8
in CD1lc expressing cells we gencrated mixed bone marrow
chimeras by using Usp/8~’~ bone marrow mixed 1:1 with bone
marrow from CD11c-DTR mice in C57BL/6 wild-type mice.
Diphtheria toxin treatment of these chimeric mice will deplete
Usp18-competent DCs derived from CDI11c-DTR mice but not
Usp18-deficient DCs. Control mice were given a 1:1 mixture of
WT and CD11c-DTR bone marrow. Thirty days later, mice were
treated with diphtheria toxin. After infecting these mice with
LCMV we observed reduced expansion of islet-specific CD8" T
cells, implying that Uspl8 affects virus replication in DCs
intrinsically (Figure 3I). Next we infected irradiated RIP-GP mice
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Figure 1. Depletion of dendritic cells blunted early viral replication and prevented autoimmune diabetes. (A) CD11c-DTR mice and
C57BL/6 mice were treated intraperitoneally with diphtheria toxin (30 ng/kg) on day —3. Mice were infected with LCMV (200 PFU) or LCMV
(2%10° PFU) on day 0. Viral titers were analyzed at the indicated time points in different organs (200 PFU n=6 and 2 x10° PFU, n=3). (B) C57BL/6
and CD11¢-DTR mice were treated intraperitoneally with diphtheria toxin (30 pg/kg) on day —3 and then infected with LCMV (2x10° PFU) on day O.
After one day, immunohistologic staining for LCMV-NP was performed on spleen sections (n=3, scale bar main images 500 um, inlets 100 um). (C)
CD11¢-DTR mice and control WT mice were treated with 30 ug/kg diphtheria toxin on day —3. On day 0 mice were infected with 2x10° PFU LCMV.
After two days IFN-o was measured in the serum by ELISA (n=6). (D-F) RIP-GP mice were lethally irradiated and one day later were reconstituted with
107 bone marrow cells from either CD11c-DTR mice or C57BL/6 mice as control animals. Thirty days later, mice were treated intraperitoneally with
diphtheria toxin (10 ng/kg) on days —1, 2, 5, and 8 and were infected intravenously with 200 PFU LCMV-WE on day 0. A representative dot plot and
the quantification of virus specific GP33" CD8" T cells analyzed on day 8 in the blood with FACS analysis is shown (n=10-14, D). The incidence of
diabetes was determined by measuring serum glucose concentrations after LCMV infection (n=7-11, E). Virus titers were analyzed in the blood at
different time points after infection by plaque assay (n=>5-11, F). *** P<<0.001 (Student’s t-test) (C and D), Log-rank (Mantel-Cox) (E) two-way analysis
of variance (ANOVA) (F).

doi:10.1371/journal.ppat.1003650.g001

that had been reconstituted with bone marrow from Uspl8™ '™ or although mice still could control LCMV infection (Figure 3]). In
WT mice with LCMV. The absence of autoreactive CD8" T cells in conclusion, lack of Uspl8 in CD11c* cells reduced priming of islet-
Usp18 deficient mice reduced the incidence of autoimmune diabetes, specific CD8™ T cells and prevented induction of diabetes.
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Figure 2. Pharmacologic inhibition of viral replication inhibits onset of autoimmune diabetes. (A-B) C57BL/6 mice were treated
intraperitoneally with Ribavirin (5 mg daily), starting on day —3. On day 0, mice were infected with 200 PFU LCMV. LCMV titers in the spleen were
measured by plague assay on days 1 and 2 after infection (n=5-7, A). Levels of IFN- was measured in the serum by ELISA (n=4-5, B). (C-D) RIP-GP
mice were treated intraperitoneally with Ribavirin (5 mg daily), starting on day —3. On day 0, mice were infected with 200 PFU of LCMV-WE. Numbers
of islet-specific CD8" T cells were determined by tetramer staining and flow cytometry (C, n=4). The onset of diabetes was assessed by measuring
serum glucose concentrations at the indicated time points (D, n=9). *** P<0.001 (Student’s t-test) (A and B), two-way analysis of variance (ANOVA)
(C) or Log-rank (Mantel-Cox) (D).

doi:10.1371/journal.ppat.1003650.g002
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Figure 3. Expression of Usp78 in dendritic cells guarantees early viral replication and onset of autoimmune diabetes. (A) WT and
Ifnar /" mice were infected with 200 PFU of LCMV-WE. Viral titers were analyzed in various organs by plaque assay on day 4 (n=4). (B) Expression of
UBP43 (protein encoded by Usp18) was assessed by Western blot in bone marrow-derived dendritic cells, macrophages, and fibroblasts (n=3).
Dendritic cells from Usp18~/~ mice served as a control for antibody specificity. (C) Bone marrow-derived dendritic cells from WT or Usp18~~ mice
were infected with LCMV in vitro (MOl = 1) or left uninfected. In addition, cells were treated with recombinant IFN-o (50 U/mL) or left untreated. After
48 hours, LCMV titers were measured in the culture supernatants by plaque assay (n=9). (D) WT and Uspl&’/’ mice were infected with LCMV
2x10° PFU. After one day viral titers were measured in the spleen and lymph nodes by plaque assay (n=3). (E) FACS analysis of GP33* CD8" T cells
measured in splenocytes from WT or Usp18 ™/~ mice on day 7 after infection with 200 PFU LCMV-WE (One of three is shown). (F) FACS analysis of IFN-
¥* GP33*/and NP396" CD8" T cells measured in splenocytes from WT or Usp18 "/~ mice on day 7 after infection with 200 PFU LCMV-WE six hours after
restimulation with GP33-peptide (n = 3-4). (G) FACS analysis of GP33" CD8" T cells measured in blood from WT or Uspis_/_ mice at different time
points after infection with 200 PFU LCMV-WE (n =4-6, G). (H) RIP-GP mice were lethally irradiated and one day later were reconstituted with 107 bone
marrow from either Usp18 "~ mice or WT littermate control mice. Thirty days later, mice were infected with 200 PFU LCMV. GP33-specific CD8* T cells
in the blood were counted by flow cytometry at the indicated time points after LCMV infection (n=4). () C57BL/6 mice were lethally irradiated and
one day later were reconstituted with a 1:1 mixture of bone marrow derived from Usp78 “~ and CD11¢-DTR mice or from WT and CD11c-DTR mice as
control animals. Thirty days later, mice were treated intraperitoneally with diphtheria toxin (10 ug/kg) on days —1, 2, 5, and 8 and were infected
intravenously with 2x10° PFU LCMV-WE on day 0 (n=4). GP33-specific CD8" T cells were assessed in peripheral blood 8 days after LCMV infection by
tetramer staining and flow cytometric analysis. Results of 2 experiments are pooled. (J) RIP-GP mice were lethally irradiated and one day later were
reconstituted with 107 bone marrow cells from either Usp78"~ mice or WT littermate control mice and were infected with 200 PFU of LCMV 30 days
later. The incidence of autoimmune diabetes was determined by measuring serum glucose concentrations at the indicated time points (n=7-10). *
P<0.05, ** P<<0.01 and *** P<<0.001 (Student’s t-test) (C, D, F and 1), two-way analysis of variance (ANOVA) (G and H) or Log-rank (Mantel-Cox) (J).

doi:10.1371/journal.ppat.1003650.g003

Only replicating autoantigen is efficient in inducing
autoimmune diabetes
We speculated that infection with replicating virus might be

associated with the production of much higher amounts of

autoantigen than treatment with soluble autoantigen. Western
blot analysis showed that the initial virus inoculate did not contain
measurable LCMV-GP as assessed by western blotting while
0.1 g purified glycoprotein (GP) was clearly detectable
(Figure 4A). In contrast, LUMV-GP was detected in increasing
amounts in spleen lysates for up to 7 days following LCMV
infection (Figure 4A). In contrast, immunization with 2 ug soluble
LCMV-GP was associated with detectable LCMV-GP in the
spleen for only 24 hours (Figure 4A). This finding indicated that
the amount of antigen expressed in the spleen correlates with
active replication of LCMV. Infecting RIP-GP mice with LCMV
led to expansion of LCMV-specific CD8" T cells associated with
induction of autoimmune diabetes to 100% of the mice, as
demonstrated by elevated serum glucose concentrations (Figure 4B)
[27]. To compare the immunogenicity of replicating virus with
soluble antigen, we immunized RIP-GP mice with soluble LCMV-
glycoprotein (LCMV-GP) together with the TLR ligand poly-
inosinic-polycytidylic acid (poly I:C) at concentrations known to
induce potent innate immune responses [34]. In contrast to
replicating virus, soluble LCMV-GP failed to induce measurable
numbers of GP33-specific CD8" T cells in peripheral blood, and
diabetes was not induced (Figure 4C). Transferring CFSE-labeled
LCMV-specific transgenic CD8" T cells (derived from P14 mice
[35]) into mice immunized with soluble LCMV-GP and poly I:C
revealed that nonreplicating LCMV-GP induced detectable but
limited CD8" T cell proliferation in vive (Figure 4D). To determine
whether self-antigen released during the damage of beta islet cells
in conjunction with poly I:C treatment could activate LCMV-
specific CD8" T cells, we treated RIP-GP mice with Streptozot-
ocin, which is directly toxic to beta islet cells [36]. Streptozotocin
treatment in combination with poly I:C as a innate immune
activator induced diabetes in RIP-GP mice (Figure 4E). However,
induction of diabetes was most likely due to the direct toxic effects
of Streptozotocin, since GP33-specific CD8" T cells were not
detected in peripheral blood after Streptozotocin treatment
(Figure 4E). To analyze the ability of the released LCMV-GP in
this experimental setting to activate autoreactive CD8™ T cells, we
transferred CFSE labeled GP33-specific CD8" T cells into RIP-
GP mice and then treated them with Streptozotocin plus poly I:C.
CFSE-labeled LCMV-specific CD8* T cells showed detectable but
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limited proliferation (Figure 4F). This finding suggested that even
massive destruction of pancreatic islet cells was not suflicient to
break the immunological tolerance of GP33-specific CD8* T cells
even in the presence of an inflammatory environment induced by
poly I:.C treatment. Next, we administered RIP-GP mouse-
derived pancreatic homogenates to naive RIP-GP mice, again in
combination with poly I:C to stimulate innate immunity. This
treatment led to very limited expansion of GP33-specific CD8™ T
cells and was not associated with induction of autoimmune
diabetes (Figure 4G). Similarly, administration of liver homoge-
nates derived from DEE mice [37] which express the LCMV-GP
under the actin promoter in combination with poly I:C to RIP-
GP mice only led to limited expansion of LCMV-specific CD8* T
cells and did not induce autoimmune diabetes (Figure 4H).
Autoimmune diabetes was also not induced in RIP-GP mice
infected with listeria expressing the glycoprotein of LCMV
(Listeria-GP) again correlated with limited expansion of LCMV-
specific CD8" T cells (Figure 41). In summary, we found that
non- or poorly-replicating antigen, even in combination with
innate immune activation, is very inefficient in priming of
autoantigen-specific CD8" T cells. Only virus infection, support-
ed by the Uspl@ driven enforced virus replication process in
CDI1lc" APGs is efficient in breaking immunologic tolerance to
pancreatic islet cells in our model.

Lack of early virus replication limits break of tolerance in
RIP-NP diabetes model

The LCMV RIP-GP model is a model of acute onset of
diabetes. The concurrent activation of the adaptive and innate
immune response is essential to induce diabetes in this model [34].
In humans diabetes is often induced over a long period of time or
in two or more events [38]. We found that enforced virus
replication is activating both innate and adaptive immune
response. Therefore it remains questionable if early virus
replication can impact on diabetes in a model which is almost
independent of innate immune activation. To get insights we
infected RIP-NP mice with 200 PFU LCMV-WE. RIP-NP mice
show partial expression of LCMV-NP in the thymus and therefore
typically show a delayed onset of diabetes [39,40]. Similar to our
previous results, induction of antiviral LOMV-GP-specific CD8" T
cells was reduced by Ribavirin treatment in the RIP-NP mice
(Figure 5A). Induction of autorecactive LOCMV-NP-specific CD8*
T cells was in addition limited in the absence of enforced virus
replication (Figure 5B). In line with these results mice treated with
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Figure 4. Only replicating antigen is efficient in breaking autoimmune tolerance. (A) Initial LCMV inoculate (2x10° PFU and 200 PFU) and
purified LCMV glycoprotein (GP) (0.01, 0.1, 1 ng) were stained for LCMV-GP by Western blot analysis. After immunization of C57BL/6 mice with live
LCMV (200 PFU, iv.) and purified LCMV glycoprotein (GP, 2 ug, i.v.), spleen lysates were analyzed by Western blot for LCMV-GP expression at the
indicated time points. (B) RIP-GP mice were infected intravenously with 200 PFU of LCMV-WE. The number of GP33-specific CD8" T cells was
determined by tetramer staining and flow cytometry, and serum glucose concentration was determined at the indicated time points (n=4-11). (C)
RIP-GP mice were immunized intravenously with 2 ug purified LCMV-GP in combination with poly I:C (100 ug). The number of autoreactive CD8" T
cells was determined by tetramer staining and flow cytometry, and serum glucose concentration was determined at the indicated time points (n=4).
(D) 107 Splenacytes from P14/CD45.1 mice were labeled with CFSE and adoptively transferred into C57BL/6 mice. After 24 hours, C57BL/6 mice were
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left uninfected (both histogram blots, dotted line) or infected with 200 PFU LCMV-WE (left histogram blot, filled area) or immunized with 2 pg LCMV-
GP (n=3, right histogram blot, filled area). Proliferation of CD45.1"CD8" T cells was assessed by CFSE dilution in spleen 6 days after transfer.
Histograms show cells gated on CD45.1" CD8" T cells. One representative set of data is shown. (E) RIP-GP mice were treated intraperitoneally with
Streptozotocin (5 mg) and intravenously with poly I:C (100 ug). The number of islet-specific CD8" T cells was determined by tetramer staining and
flow cytometry, and serum glucose concentration was determined at the indicated time points (n=3). (F) 10” Splenocytes from P14/CD45.1 mice
were labeled with CFSE and transferred into RIP-GP mice or C57BL/6 mice. After 24 hours, RIP-GP mice were treated either left untreated (right
histogram blot, dotted line) or were treated intraperitoneally with 5 mg Streptozotocin and intravenously with poly I:C (100 ug, right histogram blot,
filled area). C57BL/6 mice were either left untreated (left histogram blot, dotted line) or infected with 2x10° PFU LCMV (left histogram blot, filled
area). Proliferation of CD45.1°CD8" T cells was assessed by CFSE dilution in the spleen 6 days after transfer (n = 3). Blots show cells gated on CD45.1*
CD8" T cells. One representative set of data is shown. (G) RIP-GP mice were immunized intraperitoneally with homogenized pancreas (40 mg) from
RIP-GP mice and intravenously with poly I:C (100 ug). The number of islet-specific CD8" T cells was determined by tetramer staining and flow
cytometry, and serum glucose concentrations were determined at the indicated time points (n=4). (H) RIP-GP mice were immunized intraperitoneally
with homogenized liver derived from DEE mice (100 mg) and immunized intravenously with poly I:C (100 ug). The number of islet-specific CD8" T
cells was determined by tetramer staining and flow cytometry, and serum glucose concentration was determined at the indicated time points (n=4).
(I) RIP-GP mice were infected with 10° CFU of Listeria-GP33 intravenously. Number of islet-specific CD8" T cells was determined by tetramer staining
and flow cytometry, and serum glucose concentration was measured at the indicated time points (n=4-7).
doi:10.1371/journal.ppat.1003650.g004

Ribavirin showed enhanced beta islet function compared to exposure to nonreplicating self-antigen. Our findings emphasize
control mice (Figure 5C). that the development of autoimmune diabetes requires active
autoantigen replication in specialized APCs that are characterized
Discussion by the expression of Uspl8, a known inhibitor of type I interferon
signaling [32]. Since Uspl 8 expressing APCs are not responsive to
In this study we examined why replicating self-antigen is much the antiviral actions of type I interferons, they act as endogenous
more eflicient in breaking autoimmune tolerance than the “replicators” of autoantigen.
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Figure 5. Ribavirin blunts auto-reactivity in RIP-NP diabetes model. RIP-NP mice were treated intraperitoneally with Ribavirin (5 mg daily),
starting on day —3. On day 0, mice were infected with 200 PFU of LCMV-WE. (A) Numbers of virus-specific Tet-GP33" CD8" T cells were determined by
tetramer staining and flow cytometry (n = 5-6). (B) Numbers of autoreactive Tet-NP396" CD8" T cells were determined by tetramer staining and flow
cytometry (n=5-6). (C) On day 50 glucose tolerance test was performed (n=5-6). * P<<0.05 and *** P<<0.001 two-way analysis of variance (ANOVA).
doi:10.1371/journal.ppat.1003650.g005
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Recently we found that expression of Usp/g in CDI169"
macrophages is important for initiating neutralizing antibodies
against vesicular stomatitis virus [26]. In light of our data here we
suggest that this mechanism 1s also of importance in dendritic cells
for initiating innate and adaptive immune response against
LCMV. In addition to LCMV replication, high expression of
Uspl8 in DCs could explain the long-known phenomenon that
DCs can be easily infected with several viruses [41]. Administra-
tion of autoantigen in various non-replicating forms only led to
very limited activation and expansion of autoimmune CD8" T
cells, suggesting that the mechanism of enforced virus replication
could be an essential factor allowing the immune system to
differentiate between foreign and self-antigen.

In addition to (auto)antigen amplification, Uspl§ may have
other functions in DCs. Indeed, lack of Uspl8 expression reduces
the number of CD11b" dendritic cells by 50% [42]. We found that
after treatment with poly L:C, expression of MHC I and the
costimulatory molecule CD80 was enhanced in Uspi8™ '~ DCs
compared to WT DCs (data not shown), implying that there is no
general activation defect in Uspl8-deficient DCs. In fact, the
absence of IFN signaling (as in WT DCs), rather than enhanced
interferon signaling (as in Uspl8~’~ DCs), impairs DC functions
such as proteasomal degradation, cross-priming [43,44], and
costimulation [45]. Therefore, we hypothesize that lack of antigen
amplification is the major defect in Usp/8 '~ DCs.

Immunohistological co-stainings revealed that LCMV repli-
cates in the spleen mainly in CD169" macrophages and CD11¢"
cells (data not shown). Depletion of both cell types in CD1lec-
DTR mice completely blunted early LCMV replication in the
spleen, while depletion of CD 169" macrophages in CD169-DTR
mice showed no reduction in early LCMV titers (data not
shown). This suggests that contribution of LCMYV replication in
CD169" macrophages to total splenic LCMYV replication is
minor.

The results of several studies suggest that viral infection may be
linked to the onset of human autoimmune diabetes. Using mouse
models, we and others have demonstrated that this association can
be explained by the activation of pattern recognition receptors
during disease onset [34,46]. Especially IFN-I enhances antigen
presentation and induces an inflammatory status in beta islet cells
[34]. Recent genetic analyses have indeed found that genes
regulating the interferon response are important contributors to
onset of diabetes [8,9,47,48]. In particular, enhancement of the
activity of the pattern recognition receptor RIG I is linked to a
high risk of diabetes onset [47]. Therefore enhanced acuvity of
Usp18 in beta islet cells would limit IFN-I signaling in these cells
and could prevent diabetes during exposure to IFN-I [49]. We
found here that lack of Usp/8 in dendritic cells prevented enforced
virus replication and would therefore limit induction of autoreac-
tive CD8" T cells, but also induction of IFN-I production.
Therefore we would suggest that Uspl8 expression in dendritic
cells could drive autoimmune diabetes by promoting activation of
cross-reactive CD8" T cells, but also by induction of high levels of
IFN-I. Whether indeed the expression of interferon inhibitors such
as Uspl8 in certain cell types contributes to the risk of human
diabetes remains to be tested.

It suill remains to be explained how bacteria, that express cross-
reactive antigen might contribute to autoimmune diabetes
induction. In humans there is no clear link between certain
bacterial infection and onset of diabetes [18]. We found, using
recombinant LCMV-GP33 expressing facultative intracellular
Listeria monocytogenes that indeed low doses of systemic bacterial
infection did not induce diabetes in RIP-GP mice. While this
suggests that amplification of virus antigen was more efficient to
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break immunological tolerance, the contribution of intracellular
bacterial amplification to the overall autoimmune activation
remains to be studied.

We demonstrate here an Uspl8 driven mechanism which allows
replicating virus, but not non-replicating autoantigen to break
immunological tolerance. Blocking Uspl/8 may be a potential
target for pharmacological interference in the early pathogenic
steps leading to the induction of autoimmune diabetes in humans.

Methods

Mice

All experiments were performed with the animals housed in
single ventilated cages, with the authorization of Veterindramt
Nordrhein Westfalen (Diisseldorf, Germany) in accordance with
the German law for animal protection or institutional guidelines of
the Ontario Cancer Institute. Project was licensed under
identification number (84-02.04.2011, A246). Rat insulin promot-
er-glycoprotein (RIP-GP) or promoter-nucleoprotein (RIP-NP)
mice [27,39], which express the LCMV glycoprotein or LCMV
nucleoprotein respectively as a transgene under the rat insulin
promoter, were used for the analysis of autoimmune diabetes and
were maintained on a C57BL/6 background. P14 mice expressing
a LCMV-GP33-41 specific TCR as a transgene were used for
adoptive transfer experiments and were also maintained on a
C57BL/6 background [35]. Mice expressing CD45.1 were used to
track cells in adoptive transfer experiments. DEE mice express
LCMV-GP under the actin promoter [37]. Ifnar™"" mice [34] and
CDI1e-DTR mice [28] were maintained on C37BL/6 back-
ground. Usp/8 '~ mice were generated in the Zhang lab and bred
heterozygously on a Sv129xC57BL/6 background F4 and directly
compared with littermate control animals.

Lymphocyte transfer

Splenocytes from P14 mice expressing CD45.1 were labeled
with carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE, 1 uM, Invitro-
gen) and were injected intravenously into RIP-GP or C57BL/6
mice. One day later, mice were infected with LCMV-WE
(200 PFU or 2x10° PFU) or with purified LCMV glycoprotein
or were treated with Streptozotocin (5 mg). Five days after LCMV
infection, the proliferation of P14 T cells was assessed in the spleen
by CFSE dilution and flow cytometry.

Bone marrow chimeras

For the generation of bone marrow chimeras, recipient mice
were irradiated with 9.5 Gy (520 kV X-rays, 3 Gy/min,
0.35 mm copper +1.5 mm aluminium filter; Pantak-Seifert,
Ahrensburg, Germany) on day -1. On the next day, 107 bone
15 days Clodronate-
Liposomes were administered to ensure macrophages exchange
in Uspl8~ '~ >RIP-GP, WT>RIP-GP, CD11c-DTR>RIP-GP,
WT>RIP-GP, WT/CD11e-DTR>WT and Uspl8 '~ /CDl1c-
DTR>WT chimeras. Infections with LCMV were performed
after 30 days.

marrow cells were transferred. After

Cell culture, generation of murine primary cells

To generate primary macrophages, we isolated bone marrow
from femurs and tibias of mice and eliminated erythrocytes. Bone
marrow cells were cultured in very low endotoxin Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (VLE-DMEM) supplemented with 10%
(v/v) fetal calf serum (FCS) and 0.1% (v/v) B-mercaptoethanol (B-
ME) and 20% (v/v) macrophage colony-stimulating factor (M-
CSF). On day 9 or 10 of differentiation, cells were harvested for
use in subsequent experiments. To generate primary fibroblasts,
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we removed the lungs of mice and digested them with DNase and
Liberase for 60 min at 37°C. After being flushed through a
strainer, cells were cultivated in DMEM supplemented with 10%
(v/v) FCS and penicillin-streptomycin glutamine (PSG). On day
3, adherent cells were rinsed with fresh growth medium. After 3
more days of cultivation, differentiated fibroblasts were split. On
day 10, fibroblasts were used for experiments. To generate
conventional dendritic cells (cDCs) we isolated bone marrow
taken from femurs and tibias of mice. Erythrocytes were
climinated. We cultured bone marrow cells in very low endotoxin
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (VLE-DMEM) supplement-
ed with 10% fetal calf serum (FCS) and 0.1% B-mercaptoethanol
(B-ME) in the presence of granulocyte macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF). On day 3 of differentiation, an
equal volume of growth medium was added. Growth medium
was exchanged on day 6 of differentiation. On day 9 or 10 of
differentiation, cells were harvested for use in subsequent
experiments.

Virus and plaque assay

LCMYV strain WE was originally obtained from F. Lehmann-
Grube (Heinrich Pette Institute, Hamburg, Germany) and was
propagated in 1929 cells. Mice were infected intravenously with
LCMYV at the indicated doses. Viral titers were measured in a
plaque-forming assay using MC57 cells as previously described [30].

Bacteria

Listeria - monocylogenes (L.m.) expressing the LCMV-GP33 as
transgene was grown overnight in brain-heart infusion broth or
thawed from frozen aliquots, washed two times in phosphate-
buffered saline (PBS), and injected intravenously in 200 pl into the
tail vein. 10° CFU of Lm. intravenously was used as low-dose
infection.

Pharmaceutical compounds

Ribavirin (Essexpharma, Belgium) was administered intraper-
itoneally (5 mg daily) starting on day —3 before LCMV infection.
Streptozotocin was administrated (5 mg) intraperitoneally once
on day 0. Twelve hours later, 400 pL of glucose solution (20% in
PBS) was mjected intraperitoneally to prevent severe hypoglyce-
mia. Diphtheria toxin was injected intraperitoneally at a dose of
30 pg/kg or 10 pg/kg as indicated. For immune activation,
100 pg poly (I:C) (Amersham) was given intravenously per
mouse.

Immunization with LCMV-GP

HEK-GP cells, which express the LCMV glycoprotein (GP),
were cultured in 40 mL DMEM +10% FCS and Hygromycin B
(300 pg/mL)in a 150-cm? tissue culture flask. After approximately
80% of the cells were confluent, cells were washed twice with PBS
and cultured in 8 mL. DMEM with no supplements. After
48 hours the supernatant was harvested, and the LCMV-GP that
was released by the cells into the supernatant was purified with
sepharose PD-10 desalting columns (GE Healthcare). Liver tissue
derived from DEE mice was smashed in 1 ml PBS using tissue
lyser (Qiagen). Mice were immunized intraperitoneally with
100 mg in 200 pl PBS. Pancreas tissue derived from RIP-GP
mice was smashed in 1 ml PBS using tissue lyser (Qiagen). Mice
were immunized intraperitoneally with 40 mg in 200 pl PBS.

Flow cytometry

Tetramers were provided by the National Institutes of

Health (NIH) Tetramer Facility. 20 pl blood was stained with
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allophycocyanin  (APC)-labeled GP33 MHC class T tetramers
(GP33/H-2Db) for 15 minutes at 37°C. After incubation, the
samples were stained with anti-CD8 peridinin-chlorophyll-pro-
tein-complex (PerCP; BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ) for
30 minutes at 4°C. Erythrocytes were then lysed using 1 ml BD
lysing solution (BD Biosciences); washed 1x and analyzed with
flow cytometer. Absolut numbers of GP33-specific CD8" T cells/
ul blood were calculated from FACS analysis using fluorescing
beads (BD Biosciences).

Blood glucose measurement, glucose tolerance test

Serum glucose concentrations were measured with a contour
meter (Bayer, Leverkusen). Mice were considered diabetic if the
glucose concentration was higher than 200 mg/dl. For glucose
tolerance test, mice were fasted for 15 hours and then received a
single intraperitoneally injection of 2 mg/g body weight glucose
(Merck). Blood glucose was measured immediately before injection
and then at 15, 30, 60, 90 and 120 minutes after injection.

ELISA
IFN-o0 ELISA was performed according to the protocol of the
manufacturers (PBL Interferon source).

Histology

Conventional histology was performed as previously described
[50]. Briefly, snap-frozen tissue was stained with rat anti-mouse
polyclonal antibody to LCMV nucleoprotein (VL4; made in-
house). Polyclonal anti-rat biotin antibody (eBioscience) and anti-
biotin streptavidin peroxidase (Thermo Scientific) were then
used before visualization with a 2-solution DAB staining kit
(Invitrogen).

Western blot

Proteins were isolated with trizol and solubilised with 10 M
urea/50 mM DTT. Protein lysates were normalized for total
protein (Bio-Rad). Proteins were analyzed by electrophoresis
under denaturating conditions using 4-20% SDS ClearPAGE and
blotted onto nitrocellulose membranes (Whatman). LCMV-GP
was stained with KL25 antibody (made in-house) or UBP43 (Santa
Cruz 98431)

Statistical analysis

If not differently stated data are expressed as means and S.E.M.
Student’s #test was used to detect statistically significant differ-
ences between groups, or Log-rank (Mantel-Cox) test to detect
statistically significant differences of incidence of diabetes.
Significant differences between several groups were detected by
two-way analysis of variance (ANOVA). The level of statistical
significance was set at P<<0.05.

Supporting Information

Figure S1 Dendritic cells are activated during LCMV
infection. C57/BL6 mice were infected with 2x10° PFU of
LCMV. Expression of MHC-I and CD86 on splenic dendritic cells
was analyzed at the indicated time points. Dotted line indicates
staining with isotype antibody.

(TIF)

Figure 82 Uspl8 '~ mice can cope with LCMV infec-
tion. Virus titers in the spleen of WT or Usp/ 8/~ mice measured
on day 5 and 30 after infection with 200 PFU LCMV-WE using in
plaque assay (n=4) ** P<0.001 (Student’s -test).

(TIF)
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Fig.1: Depletion of dendritic cells blunted early viral replication and prevented autoimmune diabetes
(A): LCMV titers in different organs of WT and CD11c-DTR mice
(B): Immunhistologic staining for LCMV-NP on spleen sections
(C): IFN-a concentration in the blood serum of infected mice
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Fig.2: Pharmacologic inhibition of viral replication inhibits onset of autoimmune diabetes
(A): LCMV titers in the spleen
(B): IFN-a concentration in the blood serum
(C): Number of islet-specific CD8" T cells
(D): Onset of diabetes

Fig.3: Expression of Usp18 in dendritic cells guarantees early viral replication and onset of
autoimmune diabetes

(A): LCMV titers in different organs of WT and Ifnar” mice

(B): In vitro bone marrow-derived dendritic cells, macrophages, and
fibroblasts stained for UBP43 for western blot analysis

(C): LCMV titers in the culture supernatant of in-vitro bone marrow-derived dendritic cells of
WT and Usp18'/' mice

(D): LCMV titers in the spleen and lymph node of WT and Usp18'/' mice

(E): FACS analysis of GP33" CD8" T cells in splenocytes from LCMV infected WT and Usp18”
mice
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(G): FACS analysis of GP33* CD8' T cells in the blood from WT or Usp18” mice after LCMV-WE
infection

(H): GP33-specific CD8" T cells in the blood of bone marrow chimeric mice after LCMV
infection

(1): GP33-specific CD8" T cells of bone marrow chimeric mice in the peripheral blood on after
infection

(J): Incidence of autoimmune diabetes in bone marrow chimeric mice at the indicated time

points
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Fig.4: Only replicating antigen is efficient in breaking autoimmune tolerance

(A): Initial LCMV inoculate and purified LCMV glycoprotein (GP) were stained for LCMV-GP by
Western blot analysis

(B): GP33-specific CD8" T cells and glucose concentration in RIP-GP mice after LCMV-WE
infection

(C): Autoreactive CD8" T cells and glucose concentration after immunization with purified
LCMV-GP in combination with poly I:C

(D): Proliferation of CD45.1°CD8" T cells in WT mice assessed by CFSE dilution after
splenocytes transfer

(E): GP33-specific CD8" T cells and glucose concentration after treatment with streptozotocin
in combination with poly I:C

(F): Proliferation of CD45.1°CD8" T cells assessed by CFSE dilution after splenocytes transfer

(G): GP33-specific CD8" T cells and glucose concentration after treatment with homogenized
pancreas from RIP-GP mice in combination with poly I:C

(H): GP33-specific CD8" T cells and glucose concentration after treatment with homogenized
liver derived from DEE mice in combination with poly I:C

(1): GP33-specific CD8" T cells and glucose concentration after immunization with Listeria-

GP33

Fig.5: Ribavirin blunts auto-reactivity in RIP-NP diabetes model
(A): Number of virus-specific GP33"CD8" T cells
(B): Number of autoreactive NP396° CD8" T cells

(C): Glucose tolerance test day 50

Figure S1: Dendritic cells are activated during LCMV infection

Figure S2: Usp18 7 mice can cope with LCMV infection
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Abstract

Background: Autoimmune diseases are characterized
by a breakdown of immunologic tolerance, and this
breakdown can lead to life-threatening or lifelong
disorders. Moreover; drugs that are used to treat
these diseases are few in number and are associated
with many serious adverse effects. Methods: We used
the rat insulin promoter-glycoprotein mouse model
to analyze the role of tunicamycin in the process of
autoimmune diabetes; the P14 mouse model to
analyze the effect of tunicamycin on CD8* T cells;
chop knockout mice to analyze the role of tunicamycin
on an endoplasmic reticulum stress model; and
fluorescence-activated cell sorting, quantitative real-
time polymerase chain reaction, and histologic
methods. Results: We found that a single dose of
tunicamycin reduced the activation and pancreatic
infiltration of CD8" T cells. This activity delayed the

incidence of virus-induced diabetes and improved
survival rates. Conclusion: Tunicamycin may offer
therapeutic opportunities for T cell-mediated
autoimmune diseases such as diabetes.

Copyright © 2012 S. Karger AG, Basel

Introduction

Diabetes mellitus is an insulin homeostasis disorder
characterized by metabolic abnormalities in carbohydrate
and lipid metabolism. Type 1 diabetes is primarily immune-
mediated. The loss of beta cells is due to a T cell-mediated
autoimmune attack, which results in the failure of the
pancreas to produce insulin [1-5].

Tunicamycin is produced by the bacterium
Streptomyces lysosuperificus and is a mixture of
homologous nucleoside antibiotics that inhibit the enzyme
GlcNAc phosphotransferase (GPT). GPT catalyzes the
transfer of N-acetylglucosamine- 1 -phosphate from UDP-
N-acetylglucosamine to dolichol phosphate, which blocks
the synthesis of asparagine-linked glycoproteins.
Tunicamycin inhibits the synthesis of all N-linked
glycoproteins (N-glycans) and causes cell cycle arrest in
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the G1 phase. In addition, it is used in biology as an
experimental tool that induces an unfolded protein
response [6-11].

In this study we analyzed the effects of tunicamycin
in suppressing the immune response. We found that a
single dose of tunicamycin significantly reduces T-cell
proliferation and delays the incidence of diabetes in a
model of virus-induced type 1 diabetes.

Materials and Methods

Mice, treatment, viruses

Lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV) strain WE
was originally obtained from F. Lehmann-Grube (Heinrich Pette
Institute, Hamburg, Germany) and was propagated in L929 cells.
Virus titers were measured with a focus-forming assay as
described previously [12]. All mice used in this study were
maintained on the C57BL/6 genetic background. Rat insulin
promoter-glycoprotein (RIP-GP) mice, which express the LCMV
glycoprotein as a transgene under the rat insulin promoter,
were used for analysis of autoimmune diabetes [13]. P14/CD45.1
mice expressing the LCMV GP33 peptide-specific T-cell receptor
(TCR) as a transgene were used for T-cell studies [14]. KL25
knockin mice express a LCMV specific B cell receptor [15].
Mice lacking the chop gene were maintained on the C57BL/6
background [16]. Animals were kept in single ventilated cages.
Animal experiments were carried out with the authorization of
the Veterindramt of Nordrhein Westfalen, Germany, and in
accordance with the German laws for animal protection, the
institutional guidelines of the Ontario Cancer Institute, or both.
Mice exhibiting symptoms of sickness or showing substantial
weight loss during LCMV infection were considered dead for
purposes of statistical analysis and were euthanized.
Tunicamycin was purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO) and was dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) for
intravenous treatment of the animals.

Diabetes measurement

Blood glucose concentrations were measured with an Elite
Meter (Bayer, Tarrytown, NY). Mice were considered to be
diabetic if the glucose concentration was higher than 14 mM
for 2 consecutive days.

Histology

In virus infection experiments, histologic analyses were
performed on snap-frozen tissue [12]. Sections of pancreas
were stained with the rat monoclonal antibodies anti-CD8 (BD
Pharmingen, San Diego, CA), with anti-major histocompatibility
complex I (MHC-I) (eBioscience, San Diego, CA), and with
guinea pig anti-insulin (Dako, Carpinteria, CA).

Fluorescence-activated cell sorting analysis

Tetramer staining, surface staining, and intracellular
fluorescence-activated cell sorting (FACS) staining were
performed as described previously [12]. Briefly, splenocytes or
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peripheral blood lymphocytes were stained with
allophycocyanin (APC)-labeled GP33 MHC class I tetramers
(GP33/H-2Db) for 15 minutes at 37°C. They were then stained
with anti-CD8 peridinin chlorophyll protein complex (PerCP;
BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ) for 30 minutes at 4°C.
Tetramers were provided by the National Institutes of Health
(NIH) Tetramer Facility.

Lymphocyte transfer

Splenocytes from P14/CD45.1 mice were labeled with
carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) and injected
intravenously into 4 groups of mice. On the next day, 2 groups
were infected with 2x10* plaque-forming units (PFU) LCMV-
WE. After 12 hours, one group of the uninfected and infected
mice was given 20 nmol of tunicamycin intravenously; the other
mice served as a control group and were left uninfected.

In vitro T-cell proliferation

The proliferation of CD8* T cells in vitro without antigen
was performed as described previously [17]. Briefly, T cells
were sorted with the MACS Pan T Cell Isolation Kit (130-090-
861, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach ) and then labeled
with CFSE. T-cell activation was achieved in a 24-well plate
coated with anti-CD3 (5 pg/mL; 14-0031-85, eBioscience) with
or without soluble anti-CD28 (2 pg/mL; 553294, BD Pharmingen).

Reverse-transcription polymerase chain reaction

Total RNA was extracted from splenocytes with the
RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the
manufacturer’s instructions. RNA was quantified with a
NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (Thermo Fisher
Scientific, Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Germany).
The RNA was reverse-transcribed into cDNA by using the
Quantitect Reverse Transcription Kit (Qiagen, Hilden,
Germany). Gene expression analysis was performed with assays
from Applied Biosystems (Carlsbad, CA; glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase [GAPDH] [4352339E-0806018],
Chop [MmO00492097 ml], interferon-gamma [IFN-y]
[Mm99999071_m1]), and interleukin-2 [IL-2] [Mm99999222-m1]).
Gene expression values were then calculated with the ddCt
method; the mean of the control group was used as a calibrator
to which all other samples were compared. Relative quantities
(RQs) were determined with the equation RQ = 244,

In vivo killer assay

C57BL/6 mice were infected with 200 PFU of LCMV-WE.
On day 7, CD45.1" splenocytes were labeled either with GP33
peptide or with CFSE and were transferred to the infected mice
in a ratio of 1:1. After 30 minutes, the number of GP33-labeled
splenocytes was compared to the number of CFSE-labeled
peptide-negative splenocytes.

Statistical analysis

Data are expressed as means £ S.E.M. Differences
between two groups were analyzed for statistical significance
with Student’s /-test. Statistical significance was set at the level
of P<0.05.

Cell Physiol Biochem 2012;29:595-602
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Fig. 1. Tunicamycin inhibits
lymphocytic choriomeningitis
virus-induced diabetes. A: Rat
insulin promoter-glycoprotein
(RIP-GP) mice, expressing the
lymphocytic choriomeningitis
virus (LCMV) glycoprotein
under the rat insulin promoter,
were infected with 200 plaque-
forming units (PFU) LCMV-
WE. One group of mice was
treated with 20 nmol
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Fig. 2. Tunicamycin reduces the infiltration of CD8" T cells to the pancreas. Rat insulin promoter-glycoprotein (RIP-GP) mice
were infected with 200 PFU LCMV-WE. One group of mice was treated with 20 nmol tunicamycin on day 4 after infection. On day
6, mice were killed, and beta-islet cells were stained with immune fluorescence antibodies (n = 3). Scale bar, 100 pm.

Results

Tunicamycin inhibits LCMV-induced diabetes

To analyze the role of tunicamycin in diabetes we
used RIP-GP mice, which express a viral antigen (LCMV
glycoprotein) under the rat insulin promoter. Priming of
CD8&" T cells with LCMV-WE induces the proliferation
of p-islet epitope—specific CD8" T cells; these cells
subsequently destroy pancreatic p-islet cells, and this
destruction leads to diabetes [13]. To test the effect of

tunicamycin in diabetes, we infected RIP-GP mice with
200 PFU LCMV-WE (day 0) and then treated one group
of mice additionally with 20 nmol tunicamycin on day 4.
Treatment with tunicamycin substantially delayed the
onset of diabetes; mice treated with tunicamycin did not
show any obvious sign of disease until day 15. In contrast,
diabetic mice that were not given tunicamycin exhibited
high glucose concentrations beginning on day 10 and died
within 40 days (Fig. 1 A, B).

Tunicamycin Inhibits Diabetes

Cell Physiol Biochem 2012;29:595-602
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Tunicamycin reduces the infiltration of CD8" T

cells to the pancreas

To investigate the effect of tunicamycin on the
infiltration of CD8" T cells to the pancreas, we used 2
groups of RIP-GP mice that had been infected with
LCMV-WE. One group was treated intravenously with
20 nmol tunicamycin on day 4, and the other group was
left untreated. After 6 days of infection, mice were killed.
Pancreas slices were stained with fluorescence antibodies
against p-islet cells, CD8" T cells, and MHC-I. Treatment
with tunicamycin reduced the infiltration of T cells and
the expression of MHC-I (Fig. 2).

Tunicamycin induces rapid apoptosis in

proliferating T cells

To investigate whether tunicamycin specifically
reduces the number of CD8" T cells and whether its
suppressive activity also affects other immune cells, we
infected mice with 200 PFU LCMV and administered 20
nmol tunicamycin on day 6. On day 8, mice were killed
and immune cells were counted. We found that the
administration of tunicamycin primarily reduced the
number of CD8" T cells (Fig. 3 A). The main reduction
was in NP396-specific and GP33-specific T cells (Fig. 3
B). Moreover, we analyzed the effect of tunicamycin on
the proliferation of specific B cells. We used B cells from
the spleens of KL25 mice, which are specific for LCM V-
GP. The B cells were labeled with CFSE and incubated
with LCMV with or without 10 pM tunicamycin. We did
not find obvious effect of tunicamycin on the
proliferation of these specific B cells (Fig. 3 C).

Tunicamycin acts directly on T cells

To determine whether the reduction in the number
of CD&" T cells is direct, we transferred CFSE-labeled
splenocytes from P14/CD45.1 mice into 4 groups of
C57BL/6 mice. One group was infected with 2x10* PFU
of LCMV-WE; the second group was also infected
(2%10* PFU) and was additionally treated with 20 nmol
tunicamycin on day 1; the third group was not infected
but was only treated with 20 nmol tunicamycin; and the
fourth group served as a control group. The mice were
killed on day 3, and the proliferation of the labeled
splenocytes was analysed in FACS. The addition of
tunicamycin in the absence of T-cell activation had only
amild influence on the survival of CD&" T cells (Fig. 4A,
B). T-cell activation in the absence of tunicamycin led to
rapid CFSE dilution and expansion of CD8" T cells. In
the presence of tunicamycin, the number of CD8' T cells
decreased rapidly to a level even lower than the original
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Fig. 3. Tunicamycin primarily kills CD8' T cells. A-B: C57BL/6
mice were infected with 200 PFU LCMV-WE. On day 6 after
infection, one group of mice was treated with 20 nmol
tunicamycin. On day 8, mice were killed, and numbers of subsets
of cells in the spleen (A) (n = 3) and of LCMV-specific CD8* T
cells in the blood (B) were counted (n = 3). One of two similar
experiments is shown. C: Two million KL25 splenocytes were
labeled with carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) and
activated with LCMV-WE in the presence or absence of 10p M
tunicamycin. After 48 h, B-cell proliferation was measured by
fluorescence-activated cell sorting (FACS) (n = 4).
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Fig. 4.Tunicamycin acts directly on T cells. A-B: P14/CD45.1
splenocytes were labeled with CFSE and transferred to C57BL/
6 mice. Mice were then infected with LCMV-WE or left
uninfected in the presence or absence of 20 pmol tunicamycin.
The proliferation capability (A) and the number (B) of T cells
were determined by FACS (n = 3). C-D: MACS-sorted T cells
were labeled with CFSE and stimulated with anti-CD3 and with
or without anti-CD28, in the presence or absence of 10uM
tunicamycin. After 3 days, the CFSE content (C) and the
absolute number of CD8" T cells (D) determined by FACS (n =
6). E: C57BL/6 mice were treated with 20 pmol tunicamycin or
left untreated. P14/CD45.1 splenocytes were labeled with CFSE
and transferred to the mice with or without LCMV-WE infection.
The proliferation of T cells was determined by FACS (n = 4).

cell count (Fig. 4 A, B). This finding suggests that activated
T cells are highly sensitive to treatment with tunicamycin
but that non-activated T cells are only slightly sensitive to
this treatment.

To eliminate the effect of tunicamycin on the
expression of MHC-1, we cultured CFSE-labeled CD8*
T cells in anti-CD3—coated 24-well plates and stimulated
them with or without CD28. One group each of the
stimulated and unstimulated cells was treated with
tunicamycin on day 0. After 3 days, the absolute number
of CD8" T cells and the CFSE content were measured
with FACS. Tunicamycin directly inhibited the
Proliferation of the CD8" T cells (Fig. 4 C, D), and this
finding excluded the possibility that tunicamycin affects
the antigen-presenting pathway.

To restrict the effect of tunicamycin on MHC-I, we
treated C57BL/6 mice with tunicamycin. Twelve hours
later we injected mice with CFSE-labeled splenocytes
from P14/CD45.1 mice. After 48 hours, the proliferation
of the transferred CD8" T cells was measured with FACS
and was found to be at a normal level (Fig. 4 E).

Tunicamycin increases the expression of the chop

gene in T cells
Tunicamycin has a strong effect on endoplasmic reticulum
(ER) stress and specifically on the chop gene; under
circumstances of stress this effect can lead to apoptosis
[18-20]. Therefore, we next measured the expression of
chop mRNA in T cells. We stimulated splenocytes from
P14 mice with GP33 and incubated the cells with 10 uM
tunicamycin for 48 hours. Tunicamycin increased the
expression of chop (Fig. 5 A). To determine whether
this enhanced chop expression was the reason for the
reduced proliferation of T cells, we injected chop™ mice
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Fig. 5. Tunicamycin induces the expression of chop in T cells.
A: P14 splenocytes were activated with GP33 peptide in the
presence or absence of 10 pM tunicamycin. After 48 hours,
chop gene expression was measured (n = 6). B: Chop knockout
mice and C57BL/6 mice were infected with 2x10° PFU LCM V-
WE. On day 4, mice were treated with 20 nmol of tunicamycin.
CDS8" T cells in the blood were counted on day 8 (n = 3).
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Fig. 6. Tunicamycin reduces the expression of interleukin 2 and interferon y. A-B: After being cultured in a 24-well plate, 4x10°
P14 splenocytes were activated with GP33 peptide in the presence or absence of 10 uM tunicamycin. After 24 hours, RNA was
isolated, and the expression of interleukin-2 (IL-2, A) and interferon gamma (IFN-y, B) mRNA was measured by real-time polymerase
chain reaction (RT-PCR) (n = 6). C: C57BL/6 mice were infected with 200 PFU of LCMV-WE strain. On day four, mice were treated
with 20 nmol of tunicamycin intravenously. On day 8 after infection, the cytotoxic capability of CD8" T cells was determined with

an in vivo killer assay (n = 4).
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Fig. 7. The comparison of tunicamycin to dexamethasone. A: C57BL/6 mice were infected with 2x10° PFU LCMV-WE. On day 4,
mice were treated once with 20 nmol of tunicamycin intravenously, or daily with 20 pg of dexamethasone intraperitoneally. Viral
titers were analyzed on day 11 after infection (n =4-6). B: C57BL/6 mice were injected with 10, 20, or 40 nmol tunicamycin or with

10, 20, or 40 pg of dexamethasone. Survival was monitored.

with 2x10° PFU LCMV-WE, with or without 20 nmol of
tunicamycin. We found that chop™ mice were also
sensitive to tunicamycin, a finding suggesting that factors
other than chop contributed to the rapid death of CD8" T
cells (Fig. 5 B).

Tunicamycin inhibits the production of cytokines
by proliferated T cells
T cells begin to produce cytokines after activation. This
cytokine production enhances proliferation (IL-2) and is
beneficial for controlling the virus (IFN-y) [21, 22]. We

used real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) to
measure the mRNA expression of [L-2 and IFN-y by T
cells. Splenocytes from P14 mice were stimulated with
GP33 peptide and were either treated with 10 pM
tunicamycin for 48 hours or left untreated. Tunicamycin
reduced gene expression (Fig. 6 A, B), a finding suggesting
that cytokine production is also affected by tunicamycin.

Next we measured the cytotoxic activity of CD8* T
cells after tunicamycin treatment. The cytolytic activity
of CD8* T cells was significantly reduced when mice
were treated with tunicamycin (Fig. 6 C).
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Next we compared the immunosuppressive effects
of tunicamycin to those of a standard immunosuppressive
therapy (dexamethasone). First, we analyzed the ability
of both regimens to control the virus and found that both
treatments led to the persistence of LCMV (Fig. 7 A).
Toxicity studies showed that once the dose was increased,
the administration of tunicamycin led to death (Fig. 7 B).
This finding suggests that the therapeutic window of
tunicamycin is narrow.

Discussion

In this study we found that tunicamycin can prevent
type 1 diabetes by reducing the proliferation of T cells,
primarily active antigen-specific CD8" T cells. This strong
effect of tunicamycin could also be important for treating
other types of diseases that are related to autoimmune
responses. However, because of the narrow application
window of tunicamycin, specific cell toxicity will probably
be required. The results of this study may also suggest a
new approach to the treatment of diabetes in humans,
once the therapeutic dose, the proper route of administra-
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mRNA:

PerCp:

RIP-GP:
RT-PCR:

TCR:

allophycocyanin-labeled

carboxyfluorescein succinimidyl ester
CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP) homologous protein
dimethyl sulfoxide

endoplasmic reticulum
fluorescence-activated cell sorting
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
GIlcNAc phosphotransferase
interferon-gamma

interleukin-2

lymphocytic choriomeningitis virus

major histocompatibility complex-I
messenger RNA

peridinin chlorophyll protein complex

rat insulin promoter-glycoprotein
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ERGEBNISSE

73



Abbildungsverzeichnis (List of figures)

Fig. 1: Tunicamycin inhibits lymphocytic choriomeningitis virus-induced diabetes

Fig. 2:

Fig. 3:

Fig. 4:

Fig. 5:

Fig. 6:

Fig. 7:

A: Incidence of diabetes

B: Survival

Tunicamycin reduces the infiltration of CD8" T cells to the pancreas

Tunicamycin primarly kills CD8" T cells
A: Reduction of CD8" T cell number
B: Reduction of GP33*- and NP396"-virus-specific T cells

C: B cell proliferation

Tunicamycin acts directly on T cells
A: Proliferation capability of T cells
B: Analysis of T cell number

C: CFSE content of CD8" T cells

D: Absolute number of CD8" T cells

E: Proliferation of T cells

Tunicamycin induces the expression of chop in T cells
A: Chop gene expression

B: Number of CD8* T cells in untreated/treated chop'/' mice

Tunicamycin reduces the expression of interleukin 2 and interferony
A: Expression of interleukin-2 (IL-2)
B: Expression of interferon-gamma (IFN-y)

C: In vivo killer assay

The comparison of tunicamycin to dexamethasone
A: Viral titers of different organs

B: Survival

ERGEBNISSE

74



Anteilserklarung

3. Publikation:

ERGEBNISSE

Shaabani N, Honke N, Lang PA, Gorg B, Proksch P, Gailus N, Gotoh T, Haussinger D, Lang KS

Tunicamycin inhibits diabetes.

Cell Physiol Biochem 2012; 29(3-4):595-602

Name des Journals:

Impact factor (Stand 2013):

Anteil an Experimenten dieser Arbeit (%):
Autor:

Beitrag an dieser Arbeit:

Nadine Honke

Cellular Physiology and Biochemistry

3,415

20%

Co-Autor

Frau Nadine Honke ist fir die

Durchfiihrung samtlicher Experimente in
diesem Manuskript verantwortlich (vor allem:
der Immunbhistofluoreszenz-Bilder und an
einem grolRen Teil der gRT-PCR Analysen). Sie
war zudem an der Manuskripterstellung
beteiligt.

Prof. Dr. Karl Lang

75


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shaabani%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22508066
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Honke%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22508066
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lang%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22508066
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=G%C3%B6rg%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22508066
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Proksch%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22508066
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gailus%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22508066
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gotoh%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22508066
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=H%C3%A4ussinger%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22508066
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lang%20KS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22508066

ALLGEMEINE DISKUSSION

5. ALLGEMEINE DISKUSSION

Als das groBte sekundare lymphatische Organ spielt die Milz eine besondere Rolle bei der Aufnahme
von Pathogenen aus dem Blut (den Haan & Kraal, 2012). Neben den dort lokalisierten Immunzellen
ist vor allem, das durch eine Virusinfektion induzierte Typ | Interferon (IFN), ein Zytokin mit stark
antiviralen Eigenschaften, fir die Kontrolle eines Virus essenziell (Francois-Newton et al., 2012). Wie
es dem angeborenen Immunsystem dabei gelingt eine Virusinfektion durch die Produktion von Typ |
Interferon einzuddmmen und zugleich ausreichend virales Antigen fir die Prasentation und die
Aktivierung adaptiver Immunzellen bereitzustellen, blieb trotz intensiver Forschung bisher unerklart
und wurde deshalb im Rahmen dieser Arbeit untersucht.

Erste neue Erkenntnisse konnten anhand von immunfluoreszenzhistologischen
Untersuchungen erzielt werden, mit denen gezeigt werden konnte, dass die CD169" metallophilen
Makrophagen in der Marginalzone der Milz im Vergleich zu anderen im Koérper lokalisierten
Makrophagen eine Replikation des zytopathischen Vesicular Stomatitis Virus (VSV) zulassen (Honke
et al., 2012). Schon in zahlreichen friiheren Studien konnte beobachtet werden, dass auch andere
Viren sowie Bakterien und Parasiten von den CD169" Makrophagen der Milz aufgenommen werden
und sich dort vermehren kénnen (Heikema et al., 2010; Beattie et al., 2006; Seiler et al., 1997). Die
Ursache hierfiir blieb bisher in allen Publikationen unerklart. Die Architektur der Milz scheint hierbei
ein entscheidender Faktor zu sein. Das Blut, das liber den Marginalsinus in die Milz gelangt, wird von
der weiRen Pulpa zu den in der roten Pulpa lokalisierten roten Pulpa Makrophagen geleitet (Mebius
& Kraal, 2005). Dies bedeutet, dass infektiose Partikel, die in die Marginalzone gelangen und sich dort
in den CD169" Makrophagen vermehren anschlieBend in die weiRe Pulpa transportiert werden oder
von den roten Pulpa Makrophagen phagozytiert werden bevor sie wieder zuriick in den Blutkreislauf
gelangen. Durch die besondere Lokalisation der metallophilen Marginalzonenmakrophagen (CD169%)
in der Milz wird eine virale Replikation zugelassen, ohne dass sich das Virus in anderen suszeptiblen
Organen ausbreiten kann. Wie eine Ausbreitung von Viren in andere Organe unterbunden werden
kann, lasst sich mit einer starken Interferonreaktionsfahigkeit einiger Makrophagen erklaren. In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die roten Pulpa Makrophagen gut auf Typ | Interferon
ansprechen und eine Replikation des Vesicular Stomatitis Virus (VSV) supprimieren (Honke et al.,
2012). Dadurch lieR sich eine Ausbreitung von infektisem Virus in andere Organe lokal begrenzen.
Eine zweite Verteidigungslinie bilden die in der Leber lokalisierten Kupffer-Zellen. Vendses Blut, das
infektiose Viruspartikel enthalt, kann direkt aus der Milz in die Leber flieBRen und von den dort
anzutreffenden Kupffer-Zellen phagozytiert werden. Diese Makrophagen reagieren ebenfalls gut auf
Typ I-Interferon und inhibieren die Replikation phagozytierter Viruspartikel (Honke et al., 2012; Lang

et al., 2010). Aufgrund einer starken Interferonsensitivitat (Balachandran & Barber, 2000) und
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Zytopathogenitat (Irie et al., 2012) wurde das Vesicular Stomatitis Virus (VSV) in dieser Arbeit als
Modellinfektionssystem gewahlt. Es konnte bewiesen werden, dass dieses Virus trotz seines sehr
engen Zelltropismus und seines starken Ansprechens auf Interferon in den CD169" Makrophagen der
Milz replizieren kann (Honke et al., 2012). Fir zahlreiche andere Viren wie dem murinen
Cytomegalovirus (mCMV), dem Maus Hepatitis Virus (MHV), dem Lymphozytaren Choriomeningitis
Virus (LCMV) und dem Vaccinia Virus (VACV, VV) konnte in gleicherweise gezeigt werden, dass sie
neben ihrem eigentlichen Gewebetropismus auch in der Milz replizieren kénnen (Cervantes-Barragan
et al., 2009; Lang et al 2009; Mdller et al. 1994; Manning et al. 1992). Eine Replikation in der Milz ist
hier allerdings nur teilweise auf eine Reaktion auf Typ | Interferon oder anti-virale Gene
zurickzufihren, die zwar den Gewebetropismus bestimmen aber nicht unbedingt auch den
Milztropismus erkldren kénnen (Lang et al., 2009; Manning et al., 1992).

Warum die roten Pulpa Makrophagen in der Milz oder die Kupffer-Zellen in der Leber besser auf Typ |
Interferon ansprechen als die CD169° Makrophagen der Milz, blieb {ber die Jahre hinweg
unbeschrieben und konnte erst mit der Entdeckung eines neuen Mechanismus in dieser Dissertation
aufgeklart werden (Honke et al.,, 2012). Aus friheren Publikationen ist bereits bekannt, dass
zahlreiche Signalmolekile die Typ | Interferon Antwort der Zellen beeinflussen kénnen (Yoshimura,
2005). Eine reduzierte Expression des Interferonrezeptors, der signaltransduzierenden
Transkriptionsaktivatoren (STAT1/2) oder der Janus aktivierenden Kinase (JAK) und (oder) eine
verstarkte Expression Interferon-induzierter Gene wie die Suppressoren des Zytokin Signalweges
(SOCS, suppressors of cytokine signaling) (Sadler & Williams 2008; Platanias, 2005; Yoshimura, 2005)
oder der Ubiquitin-spezifischen Proteasen (Malakhova et al., 2006) kénnte die Typ | Interferon
Resistenz der CD169" Makrophagen der Milz erklaren. Um herauszufinden welcher Mechanismus
hinter einer verstadrkten Virusreplikation steckt, wurde speziell die Rolle von UBP43 (Usp18), das fir
seine starke Suppression des Interferonsignalweges bekannt ist ( ), im Detail in
den CD169" Makrophagen analysiert. Mit Hilfe des Usp18’ Mausmodells konnte herausgefunden
werden, dass eine genetische Depletion von Usp18 die Virusreplikation stark inhibiert. Dies weist
daraufhin, dass Uspl8 in diesen Zellen eine dominante Rolle in der Inhibition des Typ |
Interferonsignalweges spielen muss. Diese Feststellung lief sich durch eine laser-unterstitzte
Mikrodissektion sowie einer Sortierung der CD169" Zellen mittels MACS (engl. magnetic activated cell
sorting) und Durchflusszytometrie (FACS, engl. fluorescence activated cell sorting) bestarken. Durch
eine anschlieRende Bestimmung der Uspl8 Genexpression der isolierten Zellen mit Hilfe einer
quantitativen Real-Time PCR (qRT-PCR) konnte eine signifikant hohere basale Expression von Usp18
in den CD169" Makrophagen der Milz im Vergleich zu den F4/80" roten Pulpa Makrophagen
nachgewiesen werden. Diese Befunde sprechen dafiir, dass eine verstarkte Virusreplikation in den

CD169" Zellen der Milz mit einer Uberexpression von Usp18 korreliert (Honke et al., 2012).
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Es konnte herausgefunden werden, dass neben den Inhibitoren des Interferonsignalweges auch der
Lymphotoxin beta Rezeptor, ein Mitglied aus der Familie der Tumornekrosefaktoren, Einfluss auf den
Prozess einer forcierenden Virusreplikation hat. Dies ldsst sich damit erklaren, dass der Lymphotoxin-
a/R Signalweg wichtig fur die Organogenese der lymphoiden Gewebe (Upadhyay & Fu, 2013) und fir
den Erhalt der Milzstruktur (Zindl et al., 2009) ist. Dabei wird speziell die Entwicklung der CD169"
Makrophagen in der Milz (Ware, 2008; Yu et al., 2002) und im Lymphknoten beeinflusst (Phan et al.,
2009). Um zu verstehen, welche Bedeutung hinter einer forcierenden Virusreplikation in den
metallophilen Marginalzonen Makrophagen der Milz steckt, wurde die Aktivierung des adaptiven
Immunsystems naher untersucht. In dieser Arbeit konnte anschaulich gezeigt werden, dass eine
Usp18-abhingige forcierende Replikation des Vesicular Stomatitis Virus (VSV) in den CD169" Zellen
der Milz, trotz der starken Zytopathogenitdt des Virus, von entscheidener Bedeutung fiir die
Aktivierung von T-Lymphozyten und fiir die Produktion neutralisierender Antikérper durch B-
Lymphozyten ist. Erst durch eine effiziente Aktivierung des adaptiven Immunsystems konnte das
Uberleben einer intravenésen Infektion mit einem zytopathischen Virus, wie dem VSV, garantiert
werden. Ein genetischer knockout von Usp18 oder des Lymphotoxinbetarezeptors (LTRR) sowie eine
Depletierung der CD169" Makrophagen fiihrte hingegen zu einer ineffizienten T- und B-Zellantwort,
die schlieRlich mit der Verbreitung des Virus in die neuronalen Gewebe und dem Tod der
Versuchstiere einherging (Honke et al., 2012). Dieser Befund kénnte ebenfalls durch die besonders
glinstige anatomische Lage der CD169" Zellen um den Milzsinus und zu anderen Zellen des adaptiven
Immunsystems erklart werden, die durch den engen Kontakt eine schnelle Immunantwort
ermoglichen. Das lymphoide Strukturen besonders wichtig fur die Induktion einer adaptiven
Immunantwort sind konnte anhand unterschiedlicher Publikationen bereits dargestellt werden (Zeng
et al., 2012; Matter et al., 2011; Muller et al., 2002). Untersuchungen anderer Wissenschaftler haben
gezeigt, dass die CD169" Makrophagen direkt oder indirekt zur Aktivierung adaptiver Immunzellen
beitragen konnen. Direkt, indem sie das Virus sofort den Lymphozyten prasentieren und diese damit
aktivieren kénnen (Hickman et al., 2008; Junt et al., 2007). Indirekt, indem sie das Virus zunachst auf
andere Antigen-prisentierende Zellen wie die CD8" dendritischen Zellen transferieren, die dann iiber
eine Kreuzprasentation zur Aktivierung adaptiver Immunzellen beitragen konnen (Backer et al,,
2010). Insgesamt konnten die erzielten Ergebnisse einen neuen Mechanismus der Virusreplikation
aufdecken, dessen Bedeutung einerseits in der Aktivierung des angeborenen Immunsystems liegt
und mit einer verstarkten Prasentation von Antigen einhergeht und andererseits fiir eine starke
Aktivierung des adaptiven Immunsystems sorgt, das insbesondere fiir eine vollstandige Eliminierung
des Virus essenziell ist (Honke et al., 2012). Wahrend die Prozessierung und Prdsentation von Antigen
ein gut untersuchtes Kennzeichen des angeborenen Immunsystems darstellt (Burster, 2013;

Mantegazza et al., 2013), sind die Mechanismen der Antigenproduktion hingegen noch unzureichend
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definiert. Einen ersten Schritt konnte der in dieser Arbeit entdeckte Mechanismus der
Virusreplikation liefern, mit dem Antigen gezielt durch eine verstdrkte Expression von Uspl8
produziert werden kann (Honke et al., 2012). Inwieweit der neu entdeckte Mechanismus auch auf
andere Viren zutrifft, ist bisher noch unzureichend geklart. Erste Resultate lieRen sich durch
Untersuchungen mit dem nicht-zytopathischen Lymphozytdren Choriomeningitis Virus (LCMV) aus
der Familie der Arenaviridae erzielen. Wahrend einer Infektion mit LCMV konnte herausgefunden
werden, dass eine virale Replikation ebenfalls stark abhangig von der Expression von Usp18 in den
CD169" Makrophagen sowie den CD11c" dendritischen Zellen ist (Honke et al., 2013). Dieser Befund
offenbarte, dass eine forcierende Virusreplikation auch fir die Aktivierung einer adaptiven
Immunantwort gegen ein nicht-zytopathisches Virus von Bedeutung sein kann. Eine groRere Relevanz
des beschrieben Mechanismus kdnnte aber eher in dem Uberleben einer Infektion mit einem
zytopathischen Virus wie dem VSV liegen, da in diesem Fall eine schnelle Induktion neutralisierender
Antikorper essenziell ist, um die Ausbreitung von Virus in die neuronalen Gewebe zu verhindern
(Honke et al., 2012). Im Menschen ist dieses Szenario primar mit einer Infektion mit dem Rabiesvirus
oder dem Poliovirus zu vergleichen. Inwiefern eine forcierende Virusreplikation an der Induktion
einer Immunantwort gegen diese Viren involviert ist, bleibt die Aufgabe zukiinftiger Untersuchungen.
Das Virus wihrend einer Infektion nur fiir eine bestimmte Zeit von den CD169" Makrophagen
prasentiert wird und anschlieBend nach erfolgreicher Aktivierung des adaptiven Immunsystems
schlieBlich eliminiert wird, konnte anhand eigener noch unveréffentlichter Daten gezeigt werden.
Dabei wurde festgestellt, dass die CD169" Zellen in der Milz nach Infektion mit LCMV selbst das Ziel
zytotoxischer CD8" T-Zellen werden kénnen und (ber einen Perforin-abhingigen
Effektormechanismus zerstért werden. Uber dhnliche Befunde konnten andere Wissenschaftler nach
einer Infektion mit dem Parasiten Plasmodium chabaudi berichten (Beattie et al., 2006). Dies kdnnte
einen Schutzmechanismus des Korpers darstellen, der nach erfolgreicher Aktivierung des adaptiven
Immunsystems nun das Pathogen vollstandig aus dem Organismus eliminieren mdchte. Inwieweit
eine Zerstérung der CD169° Makrophagen in diesem Zusammenhang eine klinische Relevanz
beispielsweise bei einer Ko-Infektion hat, ist bisher noch unklar und bleibt die Aufgabe zukiinftiger
Untersuchungen. Eine Funktionalitdt des Mechanismus einer forcierenden Virusreplikation konnte
bisher nur flr eine intravendse Eintrittsroute des Virus in den Kérper gezeigt werden. Da zahlreiche
Viren nicht iber den intravendsen Weg in den Korper gelangen, sondern lber die Schleimhaute der
Atemwege oder subkutan Uber Insektenstiche in den Korper eindringen, bleibt es bei diesen Fallen
diskutabel wie adaptive Immunantworten gegen solche Viren entstehen. Fir das Vesicular Stomatitis
Virus konnte in diesem Zusammenhang gezeigt werden, dass dieses bei einer subkutanen Infektion,
die einen Insektenbiss imitieren soll, von den CD11b" und CD169" Subkapsular Sinusmakrophagen im

Lymphknoten aufgenommen wird und somit eine Streuung der Viren in das Zentralnervensystem
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vorgebeugt werden kann (lannacone et al.,, 2010; Junt et al., 2007). Auch fiir das murine
Cytomegalovirus haben Wissenschaftler bewiesen, dass dieses nach einer intraperitonealen Infektion
als freies Virus in die Lymphknoten gelangt und dort die Subkapsular Sinusmakrophagen infiziert (Hsu
et al.,, 2009). Der in dieser Dissertation neu beschriebene und entdeckte Mechanismus einer
forcierenden Virusreplikation blieb von den Autoren jedoch unerklart und hatte demnach mit einer
Typ | Interferon Resistenz der CD169* Makrophagen, die eine Virusreplikation innerhalb dieser Zellen
erlaubt, erklart werden kénnen. Inwieweit eine Virusreplikation bereits in der Peripherie zugelassen
wird und ob eine forcierende Virusreplikation im Lymphknoten ebenfalls auf eine verstarkte Usp18
Expression zurlickzufiihren ist, bleibt weiterhin zu analysieren. Zusammenfassend konnte
herausgefunden werden, dass eine Typ | Interferon-abhingige Uberexpression von Uspl8 in
einzelnen Zellpopulationen des angeborenen Immunsystems eine frilhe und kontrollierte
Virusreplikation in der Milz zuldsst und gleichzeitig einen Schutz vor der Ausbreitung des Virus in die
peripheren Organe bietet. Somit wird gewahrleistet, dass das Virus einerseits bekampft wird
andererseits jedoch ausreichend virales Antigen fiir die Aktivierung des adaptiven Immunsystems
bereitgestellt wird. Dabei ist eine effektive B- und T-Zellantwort essenziell, um eine vollstiandige
Eliminierung des Virus zu erreichen und somit eine Expansion von Virus in die neuronalen Gewebe,
die mit dem Tod der Versuchstiere einhergehen wiirde, zu verhindern (Honke et al., 2012). Unter
Bericksichtigung dieses neu entdeckten Mechanismus wurde des Weiteren untersucht, welche
Bedeutung eine forcierende Virusreplikation auf die Zerstérung der Selbsttoleranz hat und somit auf
die Entstehung einer Autoimmunerkrankung wie beispielsweise einem Autoimmundiabetes (Typ |
Diabetes). Hierbei sollte insbesondere die Rolle der Antigenprasentation wahrend einer systemischen
Infektion mit dem Lymphozytaren Choriomeningitis Virus (LCMV) analysiert werden. Es konnte
anschaulich gezeigt werden, dass l6sliches nicht-replizierendes Antigen im Gegensatz zu
replizierendem Antigen nicht ausreichend ist einen Typ | Diabetes in einem Diabetes empfanglichen
Maus-Modell (RIP-GP) zu induzieren. Nur eine aktive Replikation von Selbst-Antigen konnte die
Toleranz in diesen Mausen brechen und eine Erkrankung in den RIP-GP Mausen induzieren. Dabei
flhrte ein effektiver Transport von Virus in die sekundar lymphatischen Organe gefolgt von einer
Usp18-abhangigen Replikation von Virus (LCMV) in dendritischen Zellen zu einer verldngerten
Antigenprasentation und zur Entstehung und Expansion potenziell auto-reaktiver CD8" T-Zellen, die
zu einer Entstehung eines Typ | Diabetes beitrugen (Honke et al., 2013). Diese Daten kdnnen
letztendlich eine Erklarung dafiir liefern, warum Autoimmunerkrankungen hauptsachlich mit
Virusinfektionen assoziiert werden (Ghazarian et al., 2013; Jun & Yoon, 2003). Wie in dieser Arbeit
festgestellt wurde, begrenzt die Menge des prasentierten Antigens die adaptive Immunantwort. In-
vitro Studien haben gezeigt, dass bereits 10 Peptid-MHC (pMHC) Komplexe zwischen dendritischen

Zellen und T-Zellen ausreichen, um eine immunologische Synapse zu bilden (Irvine et al., 2002). In-
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vivo werden allerdings fiir eine Induktion der T-Zellproliferation im Lymphknoten dendritische Zellen
(DCs) mit etwa 2x10* pMHC Komplexen benétigt (Henrickson et al., 2008). Die Dauer der
anfanglichen Priming-Phase korreliert hierbei sehr stark mit der Menge an prasentiertem Antigen
(Henrickson et al., 2008). Dies legt nahe, dass nur eine verldngerte Exposition mit ansteigenden
Antigendosen in der Lage ist, eine ausreichende CD8" T-Zell-Antwort zu induzieren. Dies steht im
Einklang mit unserem Befund, dass nur groBe Mengen an Antigenen die immunologische
Ignoranz/Toleranz in RIP-GP Mause brechen kénnen. Dabei konnte gezeigt werden, dass nur eine
Replikation von Virus in dendritischen Zellen die Verfiigbarkeit einer groBen Menge an Antigen fir
mehrere Tage garantieren kann (Honke et al., 2013). Weder eine Immunisierung mit in-vitro
generierten Lysaten von LCMV-GP exprimierenden Zellen noch die direkte Freisetzung von
pankreatischen Selbstantigenen wahrend einer Behandlung mit Streptozotozin konnte dieselbe
Menge an LCMV-GP in der Milz erzielen. Folglich stellt eine Vermehrung von Virusantigen durch eine
Uspl8-abhangige Expression in dendritischen Zellen des angeborenen Immunsystems einen
effektiven Mechanismus dar, welcher das Virusantigen erhoht und folglich eine starke anti-virale
Immunantwort garantiert (Honke et al., 2013). Neben dem Lymphozytdren Choriomeningitis Virus
(LCMV) wurde eine Replikation in dendritischen Zellen auch fir zahlreiche andere Viren beobachtet
(Freigang et al., 2005). Inwiefern diese Replikation in gleicherweise von der Expression von Uspl8
abhangig ist, muss erst in weiteren Studien geklart werden. Jahrelang ist man davon ausgegangen,
dass Gewebeschdaden des Zielorgans zu einem Abtransport von Antigen Uber die Lymphe in die
lymphoiden Gewebe fithren und diese in parallel mit ,Gefahrsignalen” fir das Priming von
autoreaktiven T-Zellen verantwortlich sind. Mit Hilfe von in-vivo Mausexperimenten konnte in dieser
Arbeit hingegen gezeigt werden, dass l6sliches Antigen, welches vom geschadigten Gewebe
freigesetzt wird, zwar zu einer Inflammation flihrt, dass diese aber nicht ausreicht, um eine adaptive
Immunantwort gegen Selbstantigene zu induzieren (Honke et al. 2013). Selbst wenn ein Autoantigen
parallel zu einer Virusinfektion freigesetzt wird, wie z.B. wahrend einer Infektion mit dem
zytopathischen Coxsackie-Virus, werden durch die Replikation des Virus zwar zusatzliche
Gefahrsignale induziert, trotzdem werden T-Zellen, die sich gegen die B-Inselzellen richten, kaum
generiert. Die anti-virale Immunantwort wird hingegen effektiv stimuliert (Horwitz et al., 2002). Eine
Immunisierung der RIP-GP Mause mit Pankreashomogenat, LCMV-GP exprimierendem
Leberhomogenat und LCMV-GP Protein-Lysat fiihrte zu keiner messbaren autoreaktiven CD8" T-Zell-
Antwort, obwohl parallel ein TLR-Ligand (Poly I:C) verabreicht wurde. Diese Menge an Proteinen ist
wahrscheinlich groBer als die Gesamtmenge an Selbst-Antigen, welches auf den R-Inselzellen im
Pankreas exprimiert wird. Dieser Befund spricht dafiir, dass es eher unwahrscheinlich ist, dass eine
Induktion von Typ | Diabetes auf eine Freisetzung von Selbstantigenen zuriickzufiihren ist.

Stattdessen konnte illustrativ gezeigt werden, dass nur Antigen (wie beispielsweise virales Selbst-
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Antigen), das stark in dendritischen Zellen des angeborenen Immunsystems amplifiziert wird, die
Fahigkeit besitzt eine effiziente Menge an Antigen zu produzieren, um somit auto-reaktive CD8" T-
Zellen zu aktivieren (Honke et al, 2013). Da nicht-replizierendes Selbst-Antigen nicht in den
dendritischen Zellen des angeborenen Immunsystems amplifiziert werden kann, dirfte dies ein sehr
einfacher aber effizienter Mechanismus sein, mit dem das Immunsystem zwischen nicht-
replizierendem Autoantigen und viralem Autoantigen unterscheiden kann. Obwohl sich Bakterien
ebenfalls stark im Korper vermehren und zahlreiche unterschiedliche Arten von Bakterien auch
kreuzreaktive Epitope zu den R-Inselzellen des Pankreas tragen (Masala et al., 2011; Judkowski et al.,
2004), ist es bisher immer noch unklar welche Relevanz Bakterien in der Entstehung eines Typ |
Diabetes haben (Lammi et al.,, 2005). Experimente im RIP-GP Mausmodell mit dem fakultativ
intrazelluldren, rekombinanten Bakterium Listeria monocytogenes-GP33 (Listeria-GP33), welches das
Glykoprotein vom Lymphozytdren Choriomeningitis Virus exprimiert, haben gezeigt, dass eine
Infektion zwar zu einer begrenzten Proliferation virus-spezifischer CD8 T-Zellen fihrt aber keinen
Diabetes induzieren kann (Honke et al., 2013). Eine Erklarung hierfir kdnnte sein, dass die Listerien
bei einer systemischen Infektion primar Makrophagen (Irikura et al., 1999) statt dendritische Zellen
infizieren. In unaktivierten Makrophagen konnen sich die Listerien durch einen Abbau der
phagosomalen Membran mit Hilfe ihrer Virulenzfaktoren vor einem enzymatischen Verdau schiitzen
und sich ungehindert im Zytosol vermehren ohne vom Immunsystem erkannt zu werden (Lam et al,,
2012). Aktivierte Makrophagen konnen hingegen eine Vermehrung von Listerien inhibieren und
bakterielle Antigene prasentieren (Shaughnessy & Swanson, 2007). Dies kdnnte unter anderem
aufkldren, warum es nur zu einer begrenzten Proliferation virus-spezifischer CD8-T-Zellen kommt.
Diese Menge an virus-spezifischen CD8" T-Zellen scheint nicht ausreichend zu sein, um einen Typ |
Diabetes zu induzieren. Diese Vermutung lasst sich anhand einer friiheren Publikation bestatigen, in
der gezeigt werden konnte, dass die Frequenz an virus-spezifischen zytotoxischen CD8" T-Zellen
zunachst einen bestimmten Grenzwert (Threshold) (berschreiten muss, damit eine
Autoimmunerkrankung induziert werden kann (Sevilla et al., 2000). Das eine virale Replikation mit
einer starken angeborenen und erworbenen Immunantwort korreliert, lieR sich durch eine starke
Vermehrung von Virusantigen in dendritischen Zellen und dessen Prasentation Uber einen ldangeren
Zeitraum erklaren. Es bleibt jedoch immer noch diskutabel, ob zusatzliche Mechanismen zu einer
verstarkten adaptiven Immunaktivierung beitragen. Die Lokalisation des Antigens kdnnte hierbei ein
zusatzlicher Faktor sein; ebenso kdnnten weitere Suppressoren des Interferonsignalweges hier in
Betracht kommen. Bisher lieR sich in dieser Dissertation eine erhdhte Expression von Uspl8 in
vereinzelten Populationen angeborener, antigenprasentierender Immunzellen der Milz beschreiben,
die fur eine starke intrazelluldre Amplifikation von Antigen verantwortlich ist (Honke et al., 2012,

2013). Nicht replizierendes Autoantigen, das gewdhnlich in den peripheren Organen produziert wird,
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muss nach dem Transfer zu den lymphoiden Organen kreuzprasentiert werden. Der Transport und
die Kreuzprasentation konnten zum Verlust von Antigen fihren und erklaren, warum
kreuzprasentierte Antigene in ihrer Konzentration haufig niedriger sind als Antigen, welches von der
Virus-infizierten Zelle direkt bereitgestellt wird und Gber MHC-Komplexe prasentiert wird. Zusatzlich
flhrt eine Replikation von Virus im Vergleich zum kreuzprdsentierten Antigen zu einer Induktion
bestimmter Zytokine. Diese kénnen letztendlich zu einer besseren Immunaktivierung beitragen. Es
bleibt fraglich, ob dieser Befund verallgemeinert werden kann und somit auf andere
Autoimmunerkrankungen (Ubertragbar ist, insbesondere auf Autoimmunerkrankungen, deren
Induktion nicht im Zusammenhang mit einer Virusinfektion steht. Wie auto-reaktive Lymphozyten
wahrend dieser Erkrankungen initiiert werden, bleibt weiterhin kontrovers und ist Bestandteil neuer
wissenschaftlicher Untersuchungen. Eine mogliche Erklarung koénnte unter anderem in der
Unwissenheit Uber die Existenz eines latenten Virus liegen. Dabei konnte eine zusatzliche
Reaktivierung durch endogene Retroviren schlieflich zu einer Ausbreitung solch eines Virus fihren,
welches unter Aktivierung von Toll-like Rezeptoren (TLR) in den CD169" Makrophagen vermehrt wird
und zur Aktivierung auto-reaktiver T-Zellen und/oder B-Zellen beitrégt. Hinweise fiir solch einen
Mechanismus stammen beispielsweise von der Erkrankung der Multiplen Sklerose (MS), bei der
tatsachlich in einigen Patienten eine Interaktion von endogenen Retroviren und Herpes Viren mit der
Erkrankung assoziiert werden konnten (Christensen, 2005) und bei der eine anti-virale Therapie mit
Interferon-beta (IFN-R) erfolgreich ist (Henig et al., 2013; Loma & Heyman, 2011; Sarasin-Filipowicz et
al., 2009). Bisher gibt es jedoch noch keinen ausreichenden Beweis, ob solch ein Mechanismus
tatsachlich kontinuierlich wahrend dieser Autoimmunerkrankung stattgefunden hat. Solange noch
Unklarheit Giber die Ursache/n der Entstehung von Autoimmunerkrankungen herrscht, besteht eine
Therapie einzig und allein in der Behandlung von Symptomen, oder der Gabe von anti-
inflammatorischen, immunsupprimierenden oder immunmodulierenden Medikamenten (Kovarik,
2013). Aufgrund von Nebenwirkungen dieser Medikamente und der Tatsache, dass sie keinen
kurativen Effekt haben, ist es von besonderem Interesse fur die Patienten neue Medikamente zu
entwickeln, die Nebenwirkungen zu reduzieren und den Krankheitsprozess besser kontrollieren zu
kénnen. Einen weiteren Schritt in diese Richtung konnte im Rahmen dieser Arbeit mit dem als
Antibiotikum bekannten Tunicamycin geleistet werden. Inwieweit dieses Medikament weniger
Nebenwirkungen aufweist als andere Medikamente ist, bisher noch unbekannt. Es wurde
herausgefunden, dass Tunicamycin nicht nur ein Inhibitor der N-Glykosylierung ist (Goddard-Borger
& Withers, 2012), sondern auch eine immunsupprimierende Wirkung aufweist. Bereits eine einzelne
Dosis von Tunicamycin konnte in einem fir Typ | Diabetes geeigneten Mausmodell (RIP-GP) die
Aktivierung und Infiltration von zytotoxischen CD8" T-Zellen in das Pankreas reduzieren und somit die

Entstehung eines virus-induzierten Diabetes inhibieren (Shaabani et al., 2012). Dadurch liel§ sich ein
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Uberleben der Versuchstiere garantieren. Mit Hilfe der Durchflusszytometrie (engl. FACS,
fluorescence activating cell sorting) konnte anschaulich gezeigt werden, dass Tunicamycin primar
eine direkte Wirkung auf die proliferierenden virus-spezifischen CD8" T-Zellen hat und in ihnen
Apoptose induzieren kann. Wie sich bereits fiir andere immunsupprimierende Medikamente
herausgestellt hat inhibiert Tunicamycin ebenfalls die Produktion proinflammatorischer Zytokine
(Kovarik, 2013; Lang et al., 2010). Hierbei ist vor allem die Expression von IL-2 betroffen, welches
Einfluss auf die Proliferation von T-Zellen hat (Ribot et al., 2012), aber auch die Expression von IFN-y,
dessen vielfaltige Funktionen unter anderem in der Aktivierung anderer Immunzellen sowie in der
Kontrolle einer Virusinfektion liegt (Schroder et al., 2004). Mit Hilfe von quantitativen Real Time-PCR
Analysen konnte eine Tunicamycin-abhdngige reduzierte Expression von IL-2 und IFN-y in T-Zellen
festgestellt werden. Neben einer Inhibition der Zytokinproduktion fiihrt eine einmalige Gabe von
Tunicamycin zu einer Reduktion der zytotoxischen Aktivitidt von CD8" T-Zellen, die mittels eines in-
vitro Zytotoxizitatstests ermittelt wurde. Ein Vergleich der immunsupprimierenden Wirkung von
Tunicamycin mit dem Standardtherapeutikum Dexamethason zeigte anhand einer Dosiskinetik, dass
der Anwendungsbereich von Tunicamycin allerdings sehr begrenzt ist, und dass sich ein
Uberschreiten des Dosisbereichs in dem Tod der Versuchstiere manifestierte (Shaabani et al., 2012).

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit das Antibiotikum Tunicamycin als ein neues
immunsupprimierendes Medikament entdeckt werden. Inwieweit diese gewonnenen Erkenntnisse in
die Praxis umgesetzt werden kénnen und sich neue therapeutische Moglichkeiten mit geringeren
Nebenwirkungen fur die Behandlung von T-Zell-vermittelten/-abhdngigen Autoimmunerkrankungen
wie beispielsweise einem Typ | Diabetes ergeben, bleibt Bestandteil weiterer Untersuchungen.
Hierzu missten zunadchst die Applikationsweise und Dosis des Tunicamycins sowie mogliche
Nebenwirkungen bestimmt werden, bevor Tunicamycin als Immunsuppressivum beim Menschen

angewendet werden kann.
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Schlussfolgerung / Ausblick
Der in der vorliegenden Arbeit neu entdeckte und beschriebene Mechanismus einer Usp18-
abhangigen forcierenden Virusreplikation kdnnte fir ein breites Spektrum an immunologischen
Erkrankungen und deren Therapie bedeutsam sein. Insbesondere jede Form von
Autoimmunerkrankungen oder inflammatorischen Prozessen, die auf eine Virusinfektion
zurtckzufihren sind, kdnnten durch den beschriebenen Mechanismus beeinflusst werden.
Dabei kénnten sich folgende Anwendungsmoglichkeiten ergeben:
1. Durch eine Reduktion der Virusreplikation in der Milz, beispielsweise durch die Gabe von
anti-viralen Medikamenten oder durch eine Blockierung der Uspl18 Expression konnte die
Wahrscheinlichkeit fur die Manifestation einer Autoimmunerkrankung verringert werden.
2. Andererseits lieRe sich durch eine Erhéhung der Virusreplikation in der Milz oder durch eine
Vakzinierung, die antivirale Immunantwort verbessern.
Allerdings bleiben immer noch Fragen offen, inwieweit dieser Mechanismus auch Einfluss auf einen

chronischen Infektionsverlauf hat oder therapeutisch umgesetzt werden kann.
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10. ANHANG

10.1 Abkiirzungsverzeichnis

AIRE:
APC:
Arm:
BCR:
CCL:
CCR:
CD:
cDCs:
CDA40L:
CR:
DCs:
E:
EFP:
FACS:

FcyRIIB:

FceRIl:
FDCs:
FRZs:
G:

GP:
GPc:
GPT:
HERC:

HEVs:
HLA:

IFN-a:
IFN-R:
IFN-5:
IFN-y:
IFN-£:
IFN-K:

Autoimmun-Regulator

Antigen-prasentierende Zelle (engl. antigen-presenting cell)
Armstrong

B Zellrezeptor (engl. B cell receptor)

Chemokine (C-C Motiv) Ligand

Chemokine (C-C Motiv) Rezeptor

engl. cluster of differentiation

konventionelle dendritische Zellen (engl. conventional dendritic cells)
engl. cluster of differentiation 40 Ligand

Komplementrezeptor (engl. complement receptor)

dendritische Zellen (engl. dendritic cells)

Enzym

engl. estrogen-responsive finger protein

Durchflusszytometrie (engl. fluorescence activated cell sorting)

Fc gamma Rezeptor 2B

Fc epsilon Rezeptor (engl. receptor Il for the Fc region of Immunglobulin E)
Follikular dendritische Zellen (engl. follicular dendritic cells)
Fibroblastische retikuldre Zellen

Glykoprotein

Glykoprotein

virales Vorlaufer Glykoprotein

GlcNAcphosphotransferase

engl. homologous to E6 associated protein carboxy-terminus and RCC1 domain
protein

hochendotheliale Venolen (engl. high endothelial venules)

humanes Leukozytenantigen-System (engl. human leukocyte antigen)
Interferon-alpha

Interferon-beta

Interferon-delta

Interferon-gamma

Interferon-epsilon

Interferon-kappa
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IL-28Rat:
IL-10RR:
IRF9:
ISGs:
ISGF3:
ISRE:

JAK:

LCMV:
LPS:
LTRR:

MACS:
MALT:
mCMV:
MHC:
MHV:
MMM:
MS:
Mx 1:
myDCs:
MzZM:
N:

NK:
NOD:
NOD Rezeptor:
NP:

Interferon-lamda
Interferon-omega
Interferon-alpha-Rezeptor
Interferon-gamma-Rezeptor
Interferon-lamda-Rezeptor
Immunglobulin

Interleukin

Interleukin-28 Rezeptor alpha
Interleukin-10 Rezeptor beta
Interferon-regulatorischer Faktor 9

Interferon-stimulierende Gene (engl. interferon-stimulated genes)

ANHANG

Interferon-stimulierender Genfaktor 3 (engl. interferon-stimulated gene factor 3)

Interferon-stimulierendes Antwort-Element

(engl. interferon stimulated response element)

Janus aktivierende Kinase

virale Polymerase

Lymphozytares Choriomeningitis Virus

Lipopolysaccharid

Lymphotoxin beta Rezeptor

Matrixprotein

engl. magnetic activated cell sorting

Mukosa-assoziiertes lymphatisches Gewebe

Murine Cytomegalovirus

Haupthistkompatibilitatskomplex (engl. major histocompatibility complex)
Maus Hepatitis Virus

Metallophile Marginalzonen Makrophagen

Multiple Sklerose

engl. Myxovirus resistance 1

myeloide dendritische Zellen (engl. myeloid dendritic cells)
Marginalzonen Makrophagen

Nukleoprotein

Naturliche Killerzellen

engl. none obese diabetic

engl. nucleotide-binding oligomerization domain protein receptor

Nukleoprotein
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Oasl:

PALS:
PAMPS:

PCR:
pDCs:
PKR:
Poly I:C:
PRR:
gRT-PCR:
RIP:
Rnase L:
RNA:
SCS:

SKI-1/S1P:

SOCS:
STAT:
TH:
TLR:
Treg:
Tyk2:
u.a.:
UbcHS:
UBE1L:
UBP43:
Usp18:
VACV:
VSVI:
VSVNI:
VSV:
VV:

ZNS:
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engl. 2°5 -oligoadenylate synthetase

Phosphoprotein

periarteriolare Lymphgefafischeide

Pathogen-assoziierte molekulare Muster

(engl. pathogen-associated molecular pattern)
Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)
plasmazytoide dendritische Zellen (engl. plasmacytoid dendritic cells)
Proteinkinase R

engl. polyinosinic-polycytidylic acid

Mustererkennungsrezeptoren (engl. pattern recognition receptors)
engl. quantitative real-time-polymerase chain reaction
Ratteninsulinpromoter

Ribonuclease L

Ribonukleinsaure (engl. ribonucleic acid)

Subkapsulare Sinusmakrophagen (engl. subcasular sinus macrophages)
Subtilisin-Kexin-lIsozyme-1/Site 1 protease

engl. suppressors of cytokine signaling

signaltransduzierende Transkriptionsaktivatoren

T-Helferzelle

Toll-like Rezeptoren

regulatorische T-Zelle

Tyrosin Kinase 2

und andere

engl. Ubiquitin-conjugating enzyme H8

engl. Ubiquitin-activating enzyme 1-like

Ubiquitin-bindendes Protein 43 (engl. ubiquitin binding protein 43)
Ubiquitin-spezifische Protease 18 (engl. ubiquitin specific protease 18)
Vaccinia Virus

VSV Indiana

VSV New Jersey

Vesicular Stomatitis Virus

Vaccinia Virus

(RING) Finger Protein

Zentralnervensystem
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10.2

Abb.3.1:
Abb.3.2:
Abb.3.3:
Abb.3.4:
Abb.3.5:

10.3

Tab.3.1:

Tab.3.2:

Tab.3.3:

Tab.3.4:
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