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1. Zusammenfassung

Hintergrund. Das Proteasom, eine multikatalytische Protease, degradiert an Ubiquitin
gebundene Proteine. Es ist entscheidend flr den zelluldaren Metabolismus und die
Regulation intrazellularer Signalwege. In Immunzellen und unter Einfluss
inflammatorischer Zytokine wird anstelle des Standardproteasoms eine spezielle
Isoform, das Immunoproteasom, gebildet. Die beiden Isoformen scheinen sich in Bezug
auf die Quantitat bei der Generierung von Peptidfragmenten und Kinetik bei der
Proteolyse zu unterscheiden. Das Immunoproteasom unterstitzt durch effektive MHC |
Epitop-Generierung die CD8'-abhangige Immunantwort. Es beeinflusst die
Differenzierung CD4-positiver T-Zellen und die Produktion inflammatorischer Zytokine.
Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass das Immunoproteasom fur die Regulation
der Entzindungsantwort und die Vitalitdt von Kardiomyozyten im Mausmodell der
CoxsackievirusB3 (CVB3)-induzierten Myokarditis von Bedeutung ist. Die vorliegende
Arbeit untersucht den Einfluss der proteolytischen Immunoproteasomaktivitat auf die
Expression des l6slichen Pattern-Recognition Receptors Pentraxin3 (PTX3) und dessen
mogliche immunregulatorische Funktion auf die Entzindung im Herzen.

Methoden. CVB3-infizierte Mause entwickeln nach einigen Tagen eine akute
Myokarditis. Tiere mit einem Gendefekt fur PTX3 bzw. fur die proteasomale
Immunountereinheit LMP7 wurden mit ihren Wildtyp-Kontrollen hinsichtlich der
Histologie, Viruslast, serologischen und klinischen Parameter bzw. PTX3-Expression
verglichen. Nach TLR4-Stimulation kultivierter Makrophagen wurden mRNA- und
Proteinexpression in Abhangigkeit von LMP7-Defizienz bzw. -Aktivitat untersucht.
Ergebnisse. Makrophagen waren vorrangig an der induzierbaren Expression von PTX3
im entzindeten Herzmuskel beteiligt. Obwohl PTX3 als Opsonin fir diverse Pathogene
bekannt ist, konnten wir weder eine Interaktion zwischen PTX3 und CVB3 noch einen
Einfluss auf die Virusreplikation und -last ausmachen. Dennoch ging ein homozygoter
PTX3-Gendefekt mit einer vermehrten Apoptose in entziindeten Herzanteilen, erhohter
Kreatinkinaseaktivitat im Serum und einem erhohten Lungenfeuchtgewicht, als
madgliches Zeichen eines Volumenrickstaus in die Lungen, einher. Die proteolytische
Aktivitat des Immunoproteasoms fiuhrte zu einer erhdhten PTX3-Expression im
entzindeten Herzen. Zellkulturexperimente mit Makrophagen bekraftigten die Rolle der
katalytischen Aktivitat von LMP7 fur die Transkriptionskontrolle des PTX3-Gens. Bei der

Untersuchung Uubergeordneter Signalwege, welche zu einer PTX3-Induktion in



Makrophagen fuhren, zeigte sich bei intakter Immunoproteasom-Funktion eine
vermehrte Phosphorylierung der MAP-Kinasen p38 und ERK1/2. Die Aktivierung von
p38 und ERK1/2 trug zur TLR4-abhangigen Induktion der PTX3-Expression in
Makrophagen bei.

Zusammenfassung. Diese Arbeit stellt einen mdglichen Regulationsmechanismus
heraus, wie die Proteolyse durch das Immunoproteasom im Vergleich zum
Standardproteasom den Verlauf der viralen Myokarditis beeinflusst. Die katalytische
Aktivitat der Immunountereinheit LMP7 verstarkt die Phosphorylierung von p38 und
ERK1/2, welche an der induzierbaren PTX3-Expression in Makrophagen beteiligt sind.
Bei der akuten Myokarditis sind das Fehlen des intakten Immunoproteasoms mit einer
reduzierten lokalen PTX3-Expression und eine PTX3-Defizienz mit einem gréReren

Gewebeschaden assoziiert.



2. Abstract

Background. The proteasome is a protease that degrades ubiquitin-tagged proteins. It
is essential for maintaining cellular processes and regulating signaling pathways. In
hematopoietic cells and upon exposure to inflammatory cytokines standard-
proteasomes are replaced by a specific isoform, the so-called immunoproteasome.
These isoforms appear to exhibit quantitative differences in peptide generation. Aside
from facilitating MHC class | restricted epitope production and thereby CD8"-dependent
immune responses, the immunoproteasome affects T-helper-cell differentiation and
proinflammatory cytokine production. Our group reported previously on its functional
role in preventing an excessive inflammation and cardiomyocyte death in a mouse
model of CVB3-myocarditis. Here we investigated the role of immunoproteasome
function in expression control of the soluble pattern recognition receptor Pentraxin3
(PTX3). We examined the contribution of PTX3 to the anti-inflammatory effects.
Methods. Mice were infected with cardiotropic CVB3. They developed an acute
myocarditis. PTX3-deficient mice and their wild-type littermates were examined by
histology, viral burden, serological and clinical markers. PTX3 expression was
monitored in mice deficient for the proteasomal immunosubunit LMP7 and wild-type
controls. PTX3 induction in bone marrow-derived macrophages via TLR4 engagement
was examined at mRNA and protein level.

Main results. PTX3 shows an interstitial distribution at sites of inflammation with
macrophages being the main source. Although PTX3 is known for opsonization of
various pathogens, we failed to show a binding between PTX3 and CVB3. Also no
effect on viral replication or titers was found. However ablation of PTX3 was associated
with apoptotic cell death in inflammatory lesions, elevated serum creatine kinase and
increased wet lung weights, as a potential sign of fluid retention in the lung.
Immunoproteasome function showed to be crucial for cardiac PTX3 expression during
acute myocarditis. In cell-cultured macrophages the catalytic activity of the LMP7
subunit was important for PTX3 transcription control. In an effort to analyze signaling
pathways that are involved in PTX3 induction, we found an increased phosphorylation
of p38 and ERK1/2 mitogen-activated protein kinases in the presence of intact
immunoproteasomes. Both p38 and ERK1/2 showed a functional role in inducible PTX3

expression in macrophages.



Conclusions. Our findings reveal a potential regulatory mechanism of
immunoproteasome function to control the course of viral myocarditis. The catalytic
activity of the immunoproteasome subunit LMP7 affects phosphorylation of p38 and
ERK1/2 MAP kinases that are involved in PTX3 expression control. Ablation of intact
immunoproteasomes reduces local PTX3 synthesis and PTX3-deficiency promotes

heart tissue inflammation in the model of viral myocarditis.
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