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SUMMARY

. SUMMARY

The immune system of multicellular organisms mediates protection against various
microorganisms such as bacteria, viruses or fungi, by a diverse set of cellular and
chemical components. Viral pathogens elicit a strong humoral and cell-mediated
immune response, including the activation of cytotoxic T lymphocytes (CTL), which
prevent virus spread through killing of virus-infected host cells. However, in order to
prevent excessive tissue damage, fine tuning of the CTL response is crucial. Through
soluble mediators, such as cytokines, and cell surface molecules the different stages
of the CTL response, ranging from the expansion to the contraction and the long-term
maintenance, are tightly regulated.

In the work presented in this thesis, we wanted to address the role of two co-signalling
molecules, B and T lymphocyte attenuator (BTLA) and Herpes virus entry mediator
(HVEM), and two cytokines, IL-2 and IL-21, in the CTL response in mice infected with

the viral pathogen lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV).

BTLA and HVEM are two cell-surface molecules found on several immune cells
including T lymphocytes. Initially, HVEM has been identified in vitro as a ligand for
BTLA, inhibiting T cell proliferation. Later, in vivo studies indicated that the BTLA-
HVEM co-signalling system attenuates the immune response against a variety of
different pathogens. However more recently, it has been proposed that BTLA may
serve reciprocally as a ligand for HVEM, promoting T cell survival.

We aimed to study the contribution of the BTLA-HVEM system in mounting a
protective CTL response in LCMV infected animals. Surprisingly, infection of BTLA or
HVEM deficient mice with LCMV strains WE or Docile (DO), causing an acute
respectively a persistent infection, did not affect the virus-specific CD8+ T cell
response or virus clearance. Furthermore, BTLA and HVEM double deficient animals
did neither show a dysregulated CD8+ T cell response nor differences in viral titers
when compared to WT controls. However, we observed down-regulation of BTLA and
HVEM on virus-specific effector CD8+ T cells. Through retroviral overexpression of
BTLA or HVEM we wanted to assess if down regulation is crucial for the anti-viral
CD8+ T cell response. Overexpression of HVEM on virus-specific CD8+ T cells
resulted in reduced numbers 7 days post infection (dpi), while numbers of memory
cells were increased. Virus-specific CD8+ T cells overexpressing BTLA produced
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slightly more cytokines and were maintained at higher numbers during the memory
phase. Thus, we revealed that down-regulation of BTLA is crucial to dampen the
cytokine production but limits the memory formation whereas HVEM down-regulation
is important for the accumulation of virus-specific CD8+ T lymphocytes at the peak of
the response but limits the formation of memory cells.

Besides, we were wondering if BTLA and HVEM are similarly expressed on virus-
specific CD8+ T cells during a mouse cytomegalovirus (MCMYV) infection as during a
LCMYV infection. While the expression of BTLA on the classical CD8+ T cells specific
for the M45 epitope of the virus followed the same pattern as on LCMV-specific CD8+
T cells, the molecule was, as predicted, low expressed on the effector-like M38-
specific CD8+ T cells in MCMV infected animals. HVEM in contrast was, opposed to
its low expression on LCMV-specific effector cells, rather highly expressed on effector-
like inflationary M38-specific CD8+ T cells from the salivary gland. However
surprisingly, infection of HVEM deficient mice with MCMV did not affect the virus-
specific CD8+ T cell response or virus clearance in the salivary gland.

The second project focused on the interplay of IL-2 and IL-21 during the CD8+ T cell
response during an acute LCMV infection. Previous reports indicated, that while IL-2
and IL-21 were critical for the sustained cytokine production and the maintenance of
virus-specific CD8+ T cells during a chronic LCMV infection, the two cytokines were
mostly dispensable for the virus-specific CD8+ T cell response during an acute LCMV
infection.

Our data from mixed bone marrow chimeric mice revealed that during an acute LCMV
infection, IL-2 and IL-21 can partially compensate for each other to promote the long-
term persistence and the sustained cytokine response of virus-specific CD8+ T cells.
Besides, combined absence of the IL-2Ra and the IL-21R directed virus-specific CD8+
T cells to a central memory phenotype, even to a higher degree than by the IL-2Ra

single deficiency.

Overall, this thesis revealed a crucial role for the down-regulation of the two co-
signalling molecules HVEM and BTLA on virus-specific CD8+ T cells to ensure
accumulation of effector cells at the peak of the T cell response to LCMV respectively
to dampen the cytokine production of virus-specific CD8+ T cells. Furthermore, we
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could show that the two cytokines IL-2 and IL-21 ensure the long-term persistence and
the sustained cytokine response of virus-specific CD8+ T cells during an acute LCMV

infection in a partial compensatory manner.




ZUSAMMENFASSUNG

Il. ZUSAMMENFASSUNG

Das Immunsystem schutzt mehrzelligen Organismen vor Mikroorganismen wie
Bakterien, Viren oder Pilzen mit Hilfe von verschiedensten Zellen und chemischen
Substanzen. Viren I6sen eine starke humorale und zell-basierte Immunantwort aus.
Unter anderem werden cytotoxische T Zellen aktiviert, welche die Verbreitung des
Virus stoppen indem sie virus-infizierte Zellen toten. Es ist allerdings von grosser
Bedeutung, die T Zell-Antwort genauestens zu regulieren, um eine zu starke
Schadigung des Gewebes zu verhindern. Diese Regulation erfolgt durch verschieden
I6sliche Molekule, wie zum Beispiel Zytokine, und Zelloberflachenproteine, welche die
drei Phasen der T Zell-Antwort (Expansion, Kontraktion und langfristiger Erhalt)
steuern.

Das Ziel dieser Arbeit war es herauszufinden, welche Rolle die beiden
Oberflachenmolekule B and T lymphocyte attenuator (BTLA) und Herpes virus entry
mediator (HVEM) sowie die beiden Zytokine IL-2 und IL-21, in der T Zell-Antwort,
ausgelost durch eine Infektion mit dem Virus lymphocyte choriomeningitis virus
(LCMV), spielen.

BTLA und HVEM sind zwei Oberflachenmolekule welche auf mehreren verschieden
Zelltypen des Immunsystems vorkommen, unter anderem auch auf T Zellen. HVYEM
wurde ursprunglich als Ligand fur BTLA identifiziert, wobei HVEM in vitro die
Proliferation von T Zellen inhibierte. In vivo drosselt das BTLA-HVEM System die
Immunantwort gegen verschiedenste Pathogene. Es wurde hingegen kurzlich gezeigt,
dass BTLA umgekehrt auch als Ligand fur HVEM fungieren kann und dadurch das
Uberleben von T Zellen beglinstigt.

Unser Ziel war es herauszufinden, wie das BTLA-HVEM System in der T-Zell-Antwort
in LCMV infizierten Mausen involviert ist. Mausen welchen das BTLA oder das HVEM
Molekul fehlt und mit den LCMV Stammen WE oder Docile (DO) infiziert wurden, um
eine akute oder eine chronische Infektion auszulosen, zeigten Uberraschenderweise
keine veranderte virus-spezifische T Zell-Antwort und konnten den Virus klaren. Auch
Tiere welche beide Molekule fehlen, zeigten keine veranderte virus-spezifische T Zell-
Antwort und konnten den Virus klaren. Wir stellten hingegen fest, dass BTLA und
HVEM auf virus-spezifischen CD8+ Effektor-T-Zellen runterreguliert wurden. Durch

eine retrovirale Uberexpression wollten wir herausfinden, ob die Runterregulation von
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BTLA oder HVEM fur die anti-virale CD8+ T Zell-Antwort wichtig ist. Die retrovirale
Uberexpression von HVEM auf virus-spezifischen CD8+ T Zellen resultierte in einer
reduzierten Anzahl Zellen 7 Tage nach der Infektion, wohingegen die Anzahl
Gedachtniszellen erhoht war. Virus-spezifische CD8+ T Zellen welche BTLA
Uberexprimieren produzierten hingegen etwas mehr Zytokine, bildeten aber ebenfalls
mehr Gedachtniszellen. Wir konnten zeigen, dass die Runterregulation von BTLA
wichtig ist um die Zytokineproduktion zu drosseln aber die Bildung von
Gedachtniszellen limitiert. Die Runterregulation von HVEM ist hingegen wichtig fur die
Akkumulation von virus-spezifischen CD8+ T Zellen beim Peak der T Zell-Antwort,
aber limitiert die Bildung von Gedachtniszellen.

Ausserdem wollten wir herausfinden, ob BTLA und HVEM wahrend einer murinen
cytomegalovirus (MCMV) Infektion auf virus-spezifischen CD8+ T Zellen ahnlich
exprimiert sind wie auf LCMV-spezifischen CD8+ T Zellen. Wahrend die Expression
von BTLA auf den klassischen CD8+ T Zellen spezifisch fur das M45 Epitop des Virus
dem gleichen Muster wie auf LCMV-spezifischen CD8+ T Zellen folgte, war das
Molekul, wie vermutet, sehr tief auf den Effektor-ahnlichen M38-spezifischen CD8+ T
Zellen von MCMV infizierten Mausen exprimiert. HVEM, entgegengesetzt zu seiner
tiefen Expression auf LCMV-spezifischen CD8+ T Effektorzellen, war allerdings sehr
hoch auf den Effektor-ahnlichen inflationaren M38-spezifischen CD8+ T Zellen der
Speicheldriise exprimiert. Uberraschenderweise beeintrachtigte die Abwesenheit von
HVEM die virus-spezifische CD8+ T Zell-Antwort und auch die Klarung des Virus in
der Speicheldrise in MCMV infizierten Mausen nicht.

Im zweiten Projekt fokussierten wir uns auf das Zusammenspiel von IL-2 und IL-21
wahrend der CD8+ T Zell-Antwort gegen eine akute LCMV Infektion. Mehre
Publikationen zeigten, dass IL-2 und IL-21 alleine wahrend einer chronischen LCMV
Infektion wichtig sind fur die anhaltende Zytokinproduktion und den Erhalt von virus-
spezifischen CD8+ T Zellen, wo hingegen die beiden Zytokine nur unwesentlich zur
virus-spezifischen CD8+ T Zell-Antwort wahrend einer akuten LCMV Infektion
beitrugen.

Unsere Daten mit gemischten Knochenmarkchimaren zeigten, dass wahrend einer
akuten LCMV Infektion die beiden Molekule in einer partiellen kompensatorischen
Form zum Erhalt und der Zytokinproduktion von virus-spezifischen CD8+ T Zellen

beitrugen. Ausserdem wiesen virus-spezifische CD8+ T Zellen, welchen sowohl der
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IL-2 Rezeptor als auch der IL-21 Rezeptor fehlt, einen erhdhten «central memory»
Phanotypen auf, dies noch zu einem héheren Grad als solchen T Zellen welchen nur
der IL-2 Rezeptor fehlte.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Runterregulation
der beiden Molekulen HVEM und BTLA auf virus-spezifischen CD8+ T Zellen wichtig
ist fur die Akkumulation von Effektorzellen am Peak der T Zellantwort gegen LCMV
respektive wichtig ist um die Zytokinproduktion von virus-spezifischen CD8+ T Zellen
zu drosseln. Ausserdem konnten wir zeigen, dass die beiden Zytokine IL-2 und IL-21
in einer partiellen kompensatorischen Form zum Erhalt und der Zytokineproduktion
von virus-spezifischen CD8+ T Zellen wahrend einer akuten LCMV Infektion

beitragen.




