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1 Einleitung

1.1 Das Masernvirus

1.1.1 Epidemiologie, Klinik und Pathogenese

Der Erreger der akuten Masern beim Menschen ist das Masernvirus (MV). Das MV
ist ein ausschlieRlich humanpathogenes Virus mit weltweiter Verbreitung. Trotz der
Verfugbarkeit eines wirksamen Lebendimpfstoffes gehéren Masern noch immer zu
den zehn haufigsten Infektionskrankheiten in Entwicklungslandern und sind eine der
haufigsten Todesursachen bei Kindern unter funf Jahren. Derzeit werden jahrlich
mehr als 20 Millionen Menschen mit dem Virus infiziert. In 2008 waren 164000
Todesfalle in Folge einer MV-Infektion zu verzeichnen, wobei der Anteil der toddlichen
Verlaufe in Entwicklungslandern, vor allem in Afrika, besonders hoch ist (WHO,
2009). Auch in Deutschland kommt es immer wieder zu regional und zeitlich
begrenzten Ausbruchen, wobei die Zahl der infizierten Personen seit 2003 (bis auf
das Jahr 2006) unter 1000 Erkrankungsfallen lag (RKI, 2010).

Masern ist eine hochst ansteckende Krankheit, welche durch Trdpfcheninfektion
ubertragen wird. Die Infektion erfolgt Gber den respiratorischen Trakt, wobei CD150-
positive Makrophagen oder dendritische Zellen (DC) die ersten infizierten Zellen
darstellen (de Swart et al, 2007; de Witte et al, 2008). Vom respiratorischen Trakt
gelangt das Virus in die lokalen lymphatischen Organe. Dort kommt es zu einer
verstarkten Virusreplikation und -vermehrung, woraufhin die Ausbreitung des Virus
uber den Blutstrom in das retikuloendotheliale System und den respiratorischen Trakt
erfolgt (primare Viramie). Die Verbreitung erfolgt dabei zumeist Zell-assoziiert durch
infizierte Monozyten und Lymphozyten (Esolen et al, 1993; Schneider-Schaulies et
al, 1991). In einer zweiten Viramie kommt es dann zur Infektion von Epi- und

Endothelzellen der Haut sowie einer Reihe anderer Organe.

Die ersten Anzeichen einer Erkrankung treten etwa zehn Tage nach Infektion auf,
typische Symptome sind Fieber, Schnupfen, Husten und Bindehautentziindung.

Pathognomonisch sind die oft nachweisbaren Koplikschen Flecken in der

1



1 Einleitung

Mundschleimhaut, ein charakteristisches Masern-Enanthem. 3-7 Tage nach
Auftreten der initialen Symptome entsteht das charakteristische makulopapul6se
Masernexanthem, welches durch die Zerstorung infizierter Epithelzellen der Haut
hervorgerufen wird. Es beginnt im Gesicht und hinter den Ohren und breitet sich

innerhalb von zwei bis drei Tagen Uber den gesamten Korper aus.

Die MV-Infektion I0st eine Immunantwort aus, durch die das Virus rasch eliminiert
wird und welche zu einer lebenslangen Immunitat fuhrt. Gleichzeitig wird in Patienten
eine Uber mehrere Wochen andauernde Immunsuppression beobachtet (Abschnitt
1.1.6). Diese qilt als Hauptursache flr die hohe Sterblichkeitsrate, vor allem in wenig
entwickelten Landern, da sie bakterielle Superinfektionen begulnstigt. Dort tragen
zudem mangelnde Erndhrung und unzureichende medizinische Versorgung zu
schweren Verlaufsformen bei. In Industrienationen sind haufige Komplikationen, die
mit einer MV-Infektion beobachtet werden Otitis media, Bronchitis, Pneumonie und
Diarrh6en. Weitere, seltene Komplikationen einer MV-Infektion sind die akute
postinfektiocse Masernenzephalitis (APME), die Einschlusskorperchen Enzephalitis
(measles inclusion body encephalitis, MIBE), sowie die subakute sklerosierende
Panenzephalitis (SSPE). Die APME tritt wahrend der Erkrankung in 1/1000 bis
1/5000 Fallen auf und endet in 20 % bis 40 % der Falle tddlich. Im Gegensatz zu
MIBE und SSPE, konnte bei der APME keine Virusreplikation im Gehirn
nachgewiesen werden. MIBE und SSPE stellen persistierende Infektionen des
Gehirns dar und verlaufen tédlich. Die MIBE entwickelt sich in immunsupprimierten
Patienten oder Patienten mit zellularen Immundefekten und tritt innerhalb weniger
Wochen bis Monate nach der Infektion auf, wohingegen sich die SSPE erst Jahre
nach der Infektion in 1/10000 Fallen entwickelt (Bellini et al, 2005; Takasu et al,
2003).

1.1.2 Taxonomie

MV besitzt ein einzelstrangiges, nicht-segmentiertes Genom mit Minus-Strang-
Polaritat und gehoért zur Ordnung der Mononegavirales, welche in vier Familien
unterteilt wird: Borna-, Rhabdo-, Filo- und Paramyxoviridae. Innerhalb der
Paramyxoviridae wird das MV in die Unterfamilie der Paramyxovirinae eingeteilt und

bildet aufgrund fehlender Neuraminidase-Aktivitat zusammen mit anderen Viren die
2



1 Einleitung

Gattung Morbillivirus. MV stellt den einzigen humanpathogenen Vertreter der
Morbilliviren dar, im Tier sind Morbilliviren u.a. durch das Rinderpestvirus (RPV), das
Hundestaupevirus (CDV), das Peste-des-Petits-Ruminants-Virus (PPRV) sowie das
Seehundstaupevirus (PDV) vertreten. Evolutionsgeschichtlich konnte sich das MV
aus dem eng verwandten Rinderpestvirus in einem Umfeld, in dem Mensch und

Rinder in raumlicher Nahe zueinander lebten, entwickelt haben.

Familie Paramyxoviridae
Unterfamilie Paramyxovirinae
Genus Paramyxovirus (humanes Parainfluenzavirus 1/3, Sendaivirus)
Rubulavirus (Mumps, humanes Parainfluenzavirus 2/4)
Morbillivirus (Masern, Hundestaupevirus, Rinderpestvirus)
Henipavirus (Hendra- und Nipahvirus)
Avulavirus (Newcastle-Disease-Virus, Vogelparamyxoviren 2-9)
Unterfamilie Pneumovirinae
Genus Pneumovirus (Respiratorisches Syncytialvirus)

Metapneumovirus (humanes Metapneumovirus)

Abb. 1.1: Ubersicht und einige charakteristische Vertreter der Familie der Paramyxoviridae.

1.1.3 Morphologie und Struktur

Das MV ist ein pleomorphes, umhdlltes Virus mit einer durchschnittlichen GréfRe von
120-250 nm. Es besteht aus den sechs Strukturproteinen H (Hamagglutinin)-Protein,
F (Fusions)-Protein, M (Matrix)-Protein, N (Nukleokapsid)-Protein, P (Phospho)-
Protein und L (Large)-Protein. Die Lipidhulle umgibt den viralen
Ribonukleoproteinkomplex (RNP), der aus dem viralen Genom, dem N-Protein und
dem Polymerase-Komplex besteht. Das virale RNA-Genom hat eine Lange von
15894 Basenpaaren und liegt in dichter Packung mit dem N-Protein vor. Jedes N-
Protein bedeckt dabei sechs Basen und schutzt somit die genomische RNA vor dem

Abbau durch zellulare RNasen. Daran assoziiert ist der virale Polymerase-Komplex,

3



1 Einleitung

bestehend aus dem P- und dem L-Protein. Das L-Protein stellt die katalytische
Untereinheit der RNA-abhangigen RNA-Polymerase dar, wohingegen das P-Protein

als regulatorischer Co-Faktor der Polymerase fungiert (Horikami & Moyer, 1995).

Proteine

) Matrix (M)
Fusion (F)
ﬁ Hamagglutinin (H)

Nukleocapsid (N)

@) Phospho (P)
@ Polymerase (L)

g

Abb. 1.2: Schematische Darstellung eines MV-Partikels.

In die virale Hulle sind die Glykoproteine H und F integriert, welche den Eintritt des
Virus in die Wirtszelle vermitteln. Das H-Protein ist ein Typ-II-Glykoprotein und liegt
als Tetramer, bestehend aus zwei Homodimeren, auf der Oberflache der Virionen
vor. Das H-Protein vermittelt die Interaktion mit den zellularen Rezeptoren. Dabei
wurden bereits mehrere Aminosauren in der Ektodomane des H-Proteins ermittelt,
welche fur die Rezeptorbindung und -spezifitdt von Bedeutung sind (Hashiguchi et al,
2007; Hashiguchi et al, 2011; Masse et al, 2004; Tahara et al, 2007a;
Vongpunsawad et al, 2004). Neben der Bindung an den zellularen Rezeptor
unterstitzt das H-Protein zudem die F-Protein-vermittelte Fusion mit der

Wirtszellmembran (Nussbaum et al, 1995).

Das F-Protein ist ein Typl-Glykoprotein und fur die Fusion der Virusmembran mit der
Wirtszellmembran verantwortlich. Es wird zunachst als inaktives Fo-Vorlauferprotein
synthetisiert, welches anschlielfiend im Golgi Apparat durch die zellulare Protease

Furin in die funktionellen Untereinheiten F; und F, proteolytisch gespalten wird. F4
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bildet dabei die transmembrane Untereinheit, die Uber eine Disulfid-Briicke kovalent
mit der Fy-Untereinheit verbunden ist. Das F-Protein liegt als Trimer auf der
Oberflache der Virionen vor und bildet zusammen mit dem H-Protein funktionelle
F/H-Komplexe (Wild et al, 1994; Wild et al, 1991). Die fusogene Aktivitat der F/H-
Komplexe wird zum einen durch die Starke der Interaktion zwischen F und H, zum
anderen durch die Interaktion der zytoplasmatischen Domanen mit dem M-Protein
reguliert (Cathomen et al, 1998a; Cathomen et al, 1998b; Plemper et al, 2002;
Tahara et al, 2007b).

Das M-Protein ist mit der inneren Seite der Lipidhulle assoziiert und interagiert
sowohl mit der zytoplasmatischen Domane der Glykoproteine als auch dem RNP-
Komplex (Bellini et al, 1994; Griffin & Bellini, 1996; Moll et al, 2002; Naim et al, 2000;
Runkler et al, 2007). Das M-Protein spielt eine wichtige Rolle bei der Bildung und
Freisetzung viraler Partikel (Salditt et al, 2010). Des Weiteren wirkt das M-Protein als
negativer Regulator der Transkription, wenn es an den RNP-Komplex gebunden ist

(lwasaki et al, 2009; Reuter et al, 2006; Suryanarayana et al, 1994).

Neben den Strukturproteinen werden auch die Nicht-Strukturproteine C und V
exprimiert. Beide Proteine werden von der mRNA des P-Proteins translatiert, wobei
das C-Protein in einem anderen Leserahmen codiert ist und das V-Protein durch
mRNA-Editierung entsteht (Bellini et al, 1985; Cattaneo et al, 1989). Dabei fugt die
virale Polymerase co-transkriptionell an einer definierten Stelle ein zusatzliches
Nukleotid (G) ein. Funktionell sind beide Proteine vermutlich an der Regulation von
Transkription und Replikation beteiligt (Bankamp et al, 2008; Bankamp et al, 2005;
Escoffier et al, 1999; Tober et al, 1998; Witko et al, 2006). Des Weiteren interferieren
sie mit der zellularen Antwort nach MV-Infektion, indem sie die Produktion von
Interferonen und/oder die Signalleitung von Interferonrezeptoren beeinflussen
(Fontana et al, 2008; Naniche et al, 2000; Palosaari et al, 2003; Shaffer et al, 2003;
Shingai et al, 2007; Takeuchi et al, 2003a).

1.1.4 Transkription und Replikation

Transkription und Replikation des viralen Genoms finden im Zytoplasma der

Wirtszelle statt. Das virale Genom kodiert fir sechs kontinuierliche
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Transkriptionseinheiten, die, abgesehen von dem Bereich zwischen dem M- und F-
Gen, durch kurze intergenische Sequenzen voneinander getrennt sind, welche
Signale fur Transkriptionstermination, Polyadenylierung und Transkriptionsinitiation
enthalten (Bellini et al, 1994).

3'Leader IGS IGS IGS |
(I N _TPCNIT M ] | F

S IGS 5' Trailer
H L ||

=0

A

»
>

Y

AL
LI

/ \ RNA-Edititierung

—

Abb. 1.3: Schematische Darstellung des MV-Genoms.

Das Genom wird am 3-Ende und am 5‘-Ende von nicht-codierenden Sequenzen
flankiert. Diese als Leader und Trailer bezeichneten Regionen enthalten die
Promotoren fur Transkription (Leader) bzw. Replikation (Trailer) sowie
Erkennungssequenzen fur die Enkapsidierung (Horikami & Moyer, 1995; Parks et al,
2001). Nach Eintritt in die Zelle bindet die virale RNA-abhangige Polymerase
zunachst an die Promotorregion in der 3‘-Leadersequenz und beginnt mit der
Transkription des N-Gens. Beim Erreichen der intergenischen Sequenzen kommt es
zum Transkriptionsstopp, die gebildete mRNA erhalt eine Capstruktur und wird
polyadenyliert. Anschliefend wird die Transkription des P-Gens an der nachsten
Initiationssequenz gestartet. Durch denselben Stopp/Start-Mechanismus werden
nachfolgend auch die mRNAs fiir M, F, H und L gebildet. Beim Uberspringen der
intergenischen Sequenzen kann es jedoch zum Abfallen des Polymerasekomplexes
kommen, infolgedessen entsteht im Verlauf der Transkription ein Gradient der
gebildeten mRNAs sowie der translatierten Proteine (Cattaneo et al, 1987; Harder &
Osterhaus, 1997; Schneider-Schaulies et al, 1989). Das N-Protein wird demnach am
haufigsten gebildet, wohingegen nur geringe Mengen an L-Protein translatiert

werden.

Zum Wechsel von Transkription zur Replikation kommt es vermutlich beim Vorliegen

ausreichender Mengen an N-Protein. Die Stoppsignale in den intergenischen
6



1 Einleitung

Sequenzen werden von der Polymerase Uberlesen, was zur Entstehung vollstandiger
Positivstrange fuhrt (Banerjee, 1987; Blumberg & Kolakofsky, 1981; Lamb, 1996).
Diese dienen wiederum als Matrize flr die Synthese negativstrangiger RNA-
Genome. Die neu gebildeten RNP-Komplexe assoziieren mit dem M-Protein,
welches wiederum mit den in der Zellmembran eingelagerten Glykoproteinen
wechselwirkt. Die Freisetzung neuer Viruspartikel erfolgt vorzugsweise an
sogenannten lipid rafts (Manie et al, 2000; Salditt et al, 2010; Vincent et al, 2000).

1.1.5 Zellulare Rezeptoren

Der Eintritt des Virus in die Zielzelle wird durch die Interaktion des H-Proteins mit
bestimmten zellularen Rezeptoren vermittelt. Bisher wurden 2zwei Rezeptoren
identifiziert, die von MV als Eintrittsrezeptor benutzt werden: der
Komplementbindungsrezeptor CD46 (membrane cofactor protein, MCP) (Dorig et al,
1993; Naniche et al, 1993) und CD150 (signalling lymphocyte activation molecule,
SLAM) (Tatsuo et al, 2000; Yanagi et al, 2006). CD46 wird auf allen kernhaltigen
Zellen exprimiert, der Rezeptor kann jedoch nur von MV-Impfstdmmen als
Eintrittsrezeptor verwendet werden. CD150 wird auf aktivierten T-Zellen, B-Zellen,
Gedachtniszellen, Makrophagen und reifen dendritischen Zellen exprimiert (Yanagi
et al, 2006) und wird in vivo sowohl von Impfstammen als auch von Wildtypisolaten
als Eintrittsrezeptor verwendet (de Vries et al, 2010). Die eingeschrankte Expression
von CD150 auf Zellen des Immunsystems erklart zwar den Lymphotropismus von
MV, nicht aber die Infektion epithelialer, endothelialer sowie neuronaler Zellen. Daher
wird das Vorhandensein mindestens eines weiteren Rezeptors (Rezeptor X)
angenommen (Andres et al, 2003; Leonard et al, 2008; Ludlow et al, 2010; Takeuchi
et al, 2003b). Nach Infektion oder Kontakt mit MV ist sowohl die Expression von
CD150 als auch von CD46 auf der Oberflache der Zellen verringert (Erlenhoefer et
al, 2001; Schneider-Schaulies et al, 1995; Schnorr et al, 1995; Welstead et al, 2004).
Neben den bekannten Rezeptoren konnte auch fur das C-type lectin DC-SIGN
(dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule 3-grabbing non-integrin)
gezeigt werden, dass es eine wichtige Rolle bei der MV-Infektion von DCs spielt. DC-
SIGN dient zwar nicht als Eintrittsrezeptor flir MV, jedoch wird durch die Bindung an
DC-SIGN die cis-Infektion unreifer DCs verstarkt (de Witte et al, 2006).
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1.1.6 MV-induzierte Immunsuppression

Eine MV-Infektion ist durch zwei widerspruchliche Reaktionen gekennzeichnet. Zum
einen kommt es zu einer virusspezifischen Immunantwort, die zu einer lebenslangen
Immunitat fuhrt, zum anderen sind Patienten nach einer MV-Infektion fir mehrere
Wochen immunsupprimiert, wodurch eine erhohte Anfalligkeit far
Sekundarinfektionen besteht. Mit Beginn des Masernexanthems werden Antikorper
gegen die meisten viralen Proteine gebildet (Griffin, 1995). Erhdhte Plasmawerte von
IFN-y, Neopterin sowie des Interleukin-2-Rezeptors konnen vor Auftreten des
Exanthems nachgewiesen werden. Mit Auftreten des Exanthems sind zudem die
Werte flr IL-2 sowie I6sliches CD4 und CD8 erhéht. Dies steht in Einklang mit einer
Aktivierung von CD8" T-Zellen und einer Th1-Antwort von CD4" T-Zellen. Nach
Abklingen des Exanthems werden verstarkt die Zytokine IL-4, IL-10 und IL-13
gebildet, welche eine Th2-Antwort von CD4" T-Helferzellen kennzeichnen (Griffin,
1995; Griffin, 2010; Griffin & Ward, 1993).

MV ist das erste Virus, fur das eine immunsuppressive Wirkung beschrieben wurde.
Bereits 1908 beschrieb von Pirquet das Ausbleiben einer Tuberkulinreaktion nach
MV-Infektion, was auf eine Stérung der zellularen Immunantwort hindeutet. Die MV-
induzierte Immunsuppression ist durch eine reduzierte Anzahl an B-Zellen, CD4" und
CD8" T-Zellen (Lymphopenie) (Okada et al, 2000; Okada et al, 2001; Ryon et al,
2002) sowie eine verlangerte Th2-Antwort gekennzeichnet (Griffin & Ward, 1993).
Wahrend sich die Anzahl der T-Lymphozyten nach Abklingen des Exanthems rasch
normalisiert, ist die Immunsuppression noch Wochen nach der Erkrankung zu
beobachten (Okada et al, 2001). Ein weiteres Charakteristikum der MV-induzierten
Immunsuppression besteht darin, dass die Proliferation aus Patientenblut isolierter
Lymphozyten nach Stimulation mit Mitogenen inhibiert ist (Schneider-Schaulies et al,
2002; Schneider-Schaulies & Dittmer, 2006). Aufgrund der geringen Anzahl infizierter
PBMCs (< 2 %) (de Swart et al, 2007; Forthal et al, 1992; Schneider-Schaulies et al,
1991) scheint eine direkte Infektion der Zellen jedoch nicht der grundlegende
Mechanismus fur die Proliferationshemmung zu sein. Vielmehr konnte die MV-
Infektion antigenprasentierender Zellen, insbesondere DCs, die Aktivierung von T-
Zellen beeinflussen (de Swart et al, 2007). In vitro generierte DCs sind mit MV

infizierbar und die Infektion fuhrt zu deren phanotypischer Ausreifung und somit zu
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einer erhéhten Expression von Reifungsmarkern, wie CD80, CD83, CD86 und MHCII
(Klagge et al, 2000; Schnorr et al, 1997b; Servet-Delprat et al, 2000). MV-infizierte
DCs ahneln weiterhin bezuglich ihrer morphologischen und adhasiven Eigenschaften
LPS-ausgereiften DCs (Shishkova et al, 2007), allerdings konnte eine verminderte
Produktion von IL-12 nach CD40-Ligation beobachtet werden (Servet-Delprat et al,
2000). Im Verlauf des Reifungsprozesses von DCs wird zudem die Expression des
Chemokinrezeptors CCR7 hochreguliert, wohingegen die Expression von CCR5
vermindert wird. CCR7 vermittelt die Wanderung von DCs aus der Peripherie in die
sekundaren lymphatischen Organe. Eine Induktion von CCR7 konnte nach MV-
Infektion jedoch nicht beobachtet werden, wodurch die Wanderung infizierter DCs in

die sekundaren lymphatischen Organe gestort sein konnte (Abt et al, 2009).

Die Kokultur MV-infizierter DCs mit T-Zellen hat gezeigt, dass infizierte DCs nicht in
der Lage sind die Proliferation von naiven T-Zellen zu stimulieren (Fugier-Vivier et al,
1997; Grosjean et al, 1997; Klagge et al, 2000; Schnorr et al, 1997b; Steineur et al,
1998). Fur die Aktivierung von T-Zellen ist die Ausbildung einer stimulatorischen
Kontaktflache, der immunologischen Synapse (IS), zwischen DCs und T-Zellen
essentiell (Abschnitt 1.3.2). In fixierten Konjugaten ist die Organisation der IS
zwischen MV-infizierten DCs und T-Zellen im Vergleich zur IS zwischen LPS-
ausgereiften DCs und T-Zellen allerdings nicht verandert, da in
immunhistochemischen Untersuchungen eine normale Verteilung von CD3, LFA-1
(lymphocyte-function associated molecule 1) und Talin beobachtet wurde. Live-cell-
imaging von Konjugaten zwischen infizierten DCs und T-Zellen hat jedoch gezeigt,
dass die gebildeten Konjugate nicht stabil sind und ein lang-anhaltender Calcium-
Einstrom in T-Zellen nicht aufrechterhalten werden kann, wodurch eine effiziente T-
Zell-Aktivierung unterbunden wird (Shishkova et al, 2007). Die Expression beider
MV-Glykoproteine auf der Oberflache infizierter DCs ist dabei von enormer
Bedeutung. Die Infektion von DCs mit MGV, einem rekombinanten Virus, dessen
MV-Glykoproteine durch die Glykoproteine des Vesikular-Stomatitis-Virus (VSV)
ersetzt wurden, hatte keinen Einfluss auf die stimulatorischen Eigenschaften der DCs
(Klagge et al, 2000; Schnorr et al, 1997b). In Ubereinstimmung damit, konnte auch
die Synapsenstabilitat nach MGV-Infektion von DCs zumindest partiell

wiederhergestellt werden (Shishkova et al, 2007).
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In in vitro Experimenten konnte weiterhin gezeigt werden, dass bereits der Kontakt
von Lymphozyten mit MV oder transfizierten Zellen, die F und H auf ihrer Oberflache
exprimieren, ausreichend ist, um einen Proliferationsarrest hervorzurufen (Niewiesk
et al, 1997; Schlender et al, 1996). Dabei fihrt der Kontakt von Lymphozyten mit den
viralen Glykoproteinen weder zur Apoptose der Zellen, noch sind Abweichungen in
der Expression von Aktivierungsmarkern oder der Zytokinproduktion zu beobachten.
Durch den Kontakt mit dem Glykoproteinkomplex werden die Zellen jedoch in der G-
Phase des Zellzyklus arretiert, wobei die proteolytische Spaltung des F-Proteins fur
die Inhibierung der Proliferation absolut notwendig ist, nicht jedoch seine fusogene
Aktivitat (Avota et al, 2001; Engelking et al, 1999; Niewiesk et al, 1997; Niewiesk et
al, 1999; Schlender et al, 1996; Schnorr et al, 1997a; Weidmann et al, 2000a;
Weidmann et al, 2000b). Des Weiteren wird die Proliferationshemmung unabhangig
von den beiden bisher bekannten MV-Rezeptoren CD150 und CD46 induziert, da
auch Zellen, die diese Rezeptoren nicht exprimieren, empfanglich fir die MV-
induzierte Proliferationshemmung sind. Zudem konnte die kontaktvermittelte
Proliferationshemmung in Gegenwart blockierender Antikorper gegen CD46 und
CD150 nicht aufgehoben werden (Erlenhoefer et al, 2001; Erlenhofer et al, 2002;
Schneider-Schaulies & Dittmer, 2006).

Auf molekularer Ebene ist der Zellzyklusarrest auf eine Inhibierung des PI3K/Akt-
Signalweges zuruckzufuhren. In MV-kontaktierten T-Zellen konnte eine verminderte
Phosphorylierung der Akt-Kinase infolge der IL2-Rezeptor- bzw. CD3/CD28-
Stimulation nachgewiesen werden (Avota et al, 2001). Durch den Kontakt mit MV
wird die Degradation der E3-Ligase Cbl-b gestort, wodurch die Assoziation der
regulatorischen Untereinheit der PI3K (p85) mit lipid rafts und die nachfolgende
Generierung von Phosphatidyl-Inositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3) unterbunden wird
(Avota et al, 2004). Die Generierung von PIP3 dient der Rekrutierung und Aktivierung
von PH (pleckstrin homology)-Domanen enthaltenden Proteinen wie Akt. Durch die
Uberexpression einer membrangebundenen, aktiven Form von Akt konnte daher der

Proliferationsarrest nach MV-Kontakt verhindert werden (Avota et al, 2001).

Daruber hinaus konnte gezeigt werden, dass MV mit der Zytoskelettdynamik in T-
Zellen interferiert, was auf einer veranderten Regulation von GTPasen und
aktinbindender Proteine beruht. So wurde in MV-kontaktierten T-Zellen eine

verminderte Aktivierung der GTPasen Rac und Cdc42 sowie den Linker-Proteinen
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Ezrin, Radixin und Moesin (ERM-Proteine) beobachtet, wohingegen eine Aktivierung
von RhoA und Cofilin nachgewiesen werden konnte (Mduller et al, 2006).
Infolgedessen war die Ausbildung von Lamellipodien und Filopodien sowie die
Adharenz der Zellen an Fibronektin gestort. Zudem waren MV-kontaktierte T-Zellen
nur eingeschrankt in der Lage CD3 und das MTOC zur Kontaktstelle mit DCs zu

relokalisieren.

1.2 Ceramide

1.2.1 Synthese von Sphingolipiden

Ceramide gehoéren zur Familie der Sphingolipide, welche neben Cholesterol und
Glycerophospholipiden  strukturelle Bestandteile eukaryotischer Membranen
darstellen. Sphingolipide setzen sich chemisch aus dem langkettigen Aminoalkohol
Sphingosin, einer polaren Kopfgruppe und einer Fettsaure, die Uber eine Amid-
Bindung mit dem C2-Atom des Sphingosins verbunden ist, zusammen (Barenholz &
Thompson, 1980).

OH

|
o

Kopfgruppe R Sphingolipid

H Ceramid
Phosphocholin Sphingomyelin
Zucker Glykosphingolipid

Abbildung 1.4: Chemische Struktur von Sphingolipiden.
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Es gibt drei Haupttypen von Sphingolipiden: Ceramide und die daraus abgeleiteten
Sphingomyeline (SM) und Glykosphingolipide. Ceramide knnen zum einen de novo
synthetisiert werden, zum anderen entstehen sie durch die Hydrolyse komplexerer
Sphingolipide, meist durch die Hydrolyse von SM, welche durch sogenannte
Sphingomyelinasen (SMase) katalysiert wird (Marchesini & Hannun, 2004).
Ceramide werden im Endoplasmatischen Retikulum (ER) synthetisiert, wahrend die
Bildung komplexerer Sphingolipide, wie SM oder Glukosylceramid im Golgi Apparat
erfolgt (Jeckel et al, 1990; Lannert et al, 1998; Michel & van Echten-Deckert, 1997).
Die Sphingolipide werden nachfolgend mittels Vesikeln zur Plasmamembran

transportiert.

Die de novo Synthese von Ceramiden beginnt mit der Kondensation von Palmitoyl-
CoA und Serin zu 3-Ketosphinganin (3-Ketodihydrosphingosin) durch die Serin-
Palmitoyltransferase (Mandon et al, 1992). AnschlielRend erfolgt die NADH-
abhangige Reduktion von 3-Ketosphinganin zu Sphinganin (Dihydrosphingosin). An
dieses wird mit Hilfe der Dihydroceramid-Synthase eine Fettsdure angeknupft und es
entsteht Dihydroceramid. Die Lange der Fettsaure ist variabel, wobei die meisten
Ceramide Fettsauren mit 16-26 C-Atomen enthalten. Ceramid wird schlussendlich in
einer FAD-abhangigen Reaktion durch die Einfihrung einer Doppelbindung in
Dihydroceramid gebildet (Bartke & Hannun, 2009).

Ceramide sind die einfachste Gruppe der Sphingolipide, da bei ihnen die Kopfgruppe
nur aus einem Wasserstoffatom besteht. Ferner stellen Ceramide die Basis fur die
Synthese komplexerer Sphingolipide dar. Durch die Bindung von Phosphatidylcholin
oder Phosphatidylethanolamin an die 1-Hydroxylgruppe eines Ceramids entsteht SM
(Tafesse et al, 2006). Glykosphingolipide sind Ceramide mit einem oder mehreren
Zuckerresten, die durch eine B-Glykosidbindung an die 1-Hydroxylgruppe gebunden
sind. Cerebroside sind Glykosphingolipide, die eine Hexose am C1-Atom als
Restgruppe haben, Ganglioside sind komplexe Glykosphingolipide, deren
Restgruppe aus Oligo- oder Polysacchariden und mindestens einem Sialinsaurerest
besteht. Des Weiteren kann Sphingosin durch die Abspaltung der N-acylierten
Fettsaure aus Ceramiden gebildet werden, eine Reaktion, die durch Ceramidasen
katalysiert wird. Durch die Aktivitat von Sphingosin- und Ceramid-Kinasen entstehen
Sphingosin- bzw. Ceramid-1-Phosphat, welche neben Sphingosin und Ceramid zu

den biologisch aktiven Verbindungen gehoéren (Bartke & Hannun, 2009).
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Serine + palmitoyl CoA Lipids
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Abbildung 1.5: Schematische Darstellung des Sphingolipidstoffwechsels und der beteiligten
Enzyme (Bartke & Hannun, 2009). SPT, Serin-Palmitoyltransferase; KDS, 3-Ketodihydroshingosin-
Reduktase; CerS, Ceramid-Synthase; CDase, Ceramidase; DES, Dihydoceramid-Desaturase; S1P,
Sphingosin-1-Phosphat; SPPase, S1P-Phosphatase; SK, Sphingosin-Kinase; C1P, Ceramid-1-
Phosphat; C1PP, C1P-Phosphatase; CK, Ceramid-Kinase; DAG, Diacylglycerol; PC, Phosphocholin;
SMS, SM-Synthase; GCS, Glukosylceramid-Synthase; GCase, Glukosylceramidase.

Neben der de novo Synthese entstehen Ceramide durch die Hydrolyse komplexerer
Sphingolipide. SMasen hydrolysieren SM zu Ceramid und Phosphocholin. Bisher
wurden drei SMasen identifiziert, die aufgrund ihres pH-Optimums und der
intrazellularen  Lokalisation unterschieden werden: saure SMase (acid
sphingomyelinase, ASM), neutrale SMase (neutral sphingomyelinase, NSM) und
alkalische SMase (Cremesti et al, 2002; Marchesini & Hannun, 2004; Milhas et al,
2010). ASM, deren pH-Optimum zwischen 4,5 und 5 liegt, ist in lysosomalen Vesikeln
lokalisiert. Zudem existiert eine sekretierte Form der ASM, deren Aktivitat von dem
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Vorhandensein von Zink-lonen abhangig ist (Schissel et al, 1998; Schissel et al,
1996). NSM ist an der inneren Seite der Plasmamembran lokalisiert und hydrolysiert
SM bei einem pH-Wert von 7,4. Genetische Defekte im Sphingolipidstoffwechsel sind
die Ursache fur eine Vielzahl von erblich bedingten Krankheiten. Mutationen im ASM-
Gen (SMPDL1) sind die Ursache der Niemann-Pick-Krankheit (Niemann-Pick disease,
NPD) des Typs A und B. Durch Defekte im ASM-Gen haufen sich Sphingomyelin und
sekundar auch Glykosphingolipide und Cholesterol in den Lysosomen an. Typ A fuhrt
zu schweren neurologischen Stérungen und Organomegalien, was schon im frihen
Kindesalter zum Tod fuhrt. Typ B NPD-Patienten weisen keine neurologischen
Stérungen auf und erreichen oft das Erwachsenenalter, jedoch sind auch bei ihnen
Abnormitaten der Organe zu beobachten (Schuchman, 2007). Die unterschiedliche
Symptomatik zwischen Typ A und Typ B ist mdglicherweise auf eine unterschiedliche

Restaktivitat des Enzyms zurtckzuflhren.

1.2.2 Struktur und Funktion ceramidreicher Membranplattformen

Ceramide sind biologisch aktive Sphingolipide, die bei verschiedenen zellularen
Prozessen eine Rolle spielen. So haben Ceramide eine Funktion bei der Induktion
von Apoptose, der Hemmung des Zellzyklus sowie bei zellularen Stress-Antworten
(Bollinger et al, 2005; Hannun & Luberto, 2000). Wie in Abschnitt 1.2.1 beschrieben,
konnen Ceramide de novo synthetisiet werden oder aus komplexeren
Sphingolipiden entstehen, wie durch die Hydrolyse von SM durch SMasen. SM ist
das am haufigsten vorkommende Sphingolipid in biologischen Membranen, wobei es
vorwiegend in der aufReren Schicht der Plasmamembran lokalisiert ist (Daleke, 2008;
Ikeda et al, 2006). Sphingolipide und Cholesterol bilden innerhalb der Membran
Mikrodomanen, die sogenannten rafts (Brown & London, 1998; Harder & Simons,
1997; Simons & lkonen, 1997; Singer & Nicolson, 1972). ASM ist in lysosomalen
Vesikeln lokalisiert und wird durch diverse Stimuli zur Zelloberflache transloziert,
woraufhin das Enzym die Hydrolyse von SM zu Ceramid in der duf3eren Schicht der
Plasmamembran katalysiert. Dazu gehoren u.a. die Stimulation von CD95 (Cremesti
et al, 2001; Grassme et al, 2003a; Grassme et al, 2001a; Grassme et al, 2001b),
CD40 (Grassme et al, 2002) oder des FcyRIl (Abdel Shakor et al, 2004), die Infektion

mit verschiedenen Pathogenen wie Pseudomonas aeruginosa (Grassme et al,
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2003b) und Rhinovirus (Grassme et al, 2005) oder auch zellularer Stress, ausgelost
durch ultraviolette Strahlung (Charruyer et al, 2005; Kashkar et al, 2005; Rotolo et al,
2005; Zhang et al, 2001) oder Chemotherapeutika (Lacour et al, 2004). Aufgrund
ihrer biophysikalischen Eigenschaften kondensieren Ceramide innerhalb der
Lipiddoppelschicht zu dicht gepackten ceramidreichen Membranplattformen, welche
in vitro, im Gegensatz zu rafts, kein Cholesterol mehr enthalten (Holopainen et al,
1998; Kolesnick et al, 2000; Megha & London, 2004; Nurminen et al, 2002). Da
aulderst unterschiedliche Signale die Generierung ceramidreicher
Membranplattformen induzieren, sind diese Plattformen vermutlich nicht Teil eines
spezifischen Signalwegs innerhalb der Zelle. Vielmehr Uben diese eine eher
allgemeine Funktion aus, indem sie die Akkumulation von Rezeptoren und
assoziierten Signalmolekulen erleichtern. Somit kann das durch einen Stimulus

induzierte Signal effizient in die Zelle weitergeleitet werden.

Die molekularen Grundlagen, die zu einer ASM-Aktivierung flihren, sind derzeit noch
nicht vollstandig geklart. Es konnte gezeigt werden, dass fur die ASM-Aktivierung
nach Stimulation von CD95 die Aktvierung von Caspase 8 notwendig ist (Grassme et
al, 2003a). Des Weiteren konnten auch Phosphatidyl-Inositol-Phosphate oder
reactive oxygen species (ROS) eine Rolle bei der ASM-Aktivierung spielen
(Bilderback et al, 2001; Bionda et al, 2007; Charruyer et al, 2005; Dumitru & Gulbins,
2006; Kolzer et al, 2003; Qiu et al, 2003). Eine neuere Studie hat zudem gezeigt,
dass die Phosphorylierung eines Serin-Rests (S508) durch PKCd fur die ASM-
Aktivierung nach UV- oder Cisplatin-Behandlung notwendig ist (Zeidan & Hannun,
2007; Zeidan et al, 2008).

Infolge der Generierung ceramidreicher Membranplattformen werden eine Reihe von
Proteinkinasen und —phosphatasen aktiviert. Dazu gehdren u.a. KSR (kinase
suppressor of Ras) (Zhang et al, 1997), Phospholipase A, (Huwiler et al, 2001), c-Raf
(Huwiler et al, 1996), PKCC (Bourbon et al, 2002) PP2A und PP1 (Chalfant et al,
1999; Dobrowsky et al, 1993; Galadari et al, 1998). Der molekulare Mechanismus,
welcher zu einer Aktivierung dieser Molekdle flhrt, ist grof3tenteils noch nicht geklart,
eine direkte Bindung an Ceramide konnte u.a. fur KSR und Phospholipase A, gezeigt
werden (Huwiler et al, 2001; Yin et al, 2009). Daruber hinaus wurde infolge der
Akkumulation von Ceramiden die Aktivierung der GTPase RhoA (Gupta et al, 2001)

sowie die Dephosphorylierung und damit Inaktivierung von Ezrin beobachtet (Zeidan
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et al, 2008). Ceramide sind somit in der Lage die Zytoskelettdynamik von Zellen zu
beeinflussen. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Ceramide mit der Aktivitat
von calcium-release-activated-calcium (CRAC)-Kanalen in der Plasmamembran von
T-Zellen interferieren. CRAC-Kanale regulieren die intrazellulare Calcium-
Konzentration und sind somit flr verschiedene Signalwege innerhalb der Zelle von
Bedeutung (siehe Abschnitt 1.3.2). Die Generierung von Ceramiden infolge der
CD95- bzw. TNF-Rezeptor-Stimulation fuhrte zu einer Inhibierung der CRAC-Kanale
und somit zu einem verminderten Calcium-Einstrom aus dem Extrazellularraum
(Church et al, 2005; Lepple-Wienhues et al, 1999).

1.2.3 Die Rolle ceramidreicher Membranplattformen bei Infektionen

Neben der bereits beschriebenen Rolle von Ceramiden bei der Induktion von
Apoptose und zellularen Stress-Antworten wird zudem die Infektion von Zellen mit
verschiedenen Pathogenen durch die Generierung ceramidreicher
Membranplattformen beeinflusst. So wird z.B. die Aufnahme von Bakterien wie
Pseudomonas aeruginosa, Neisseria gonorrhoeae und Staphylococcus aureus durch
die Generierung ceramidreicher Membranplattformen begulnstigt (Esen et al, 2001;
Grassme et al, 1997; Grassme et al, 2003b; Hauck et al, 2000). Die Bedeutung der
ASM-abhangigen Generierung ceramidreicher Membranplattformen bei Infektionen
mit P. aeruginosa wird in ASM-defizienten Mausen deutlich. In diesen Tieren ist nicht
nur die Aufnahme der Bakterien beeinflusst, sondern auch die Induktion von
Apoptose in infizierten Zellen. Des Weiteren konnte eine gesteigerte
Zytokinproduktion in diesen Tieren beobachtet werden, weshalb ASM-defiziente
Mause sehr anfallig gegenuber einer Infektion mit P. aeruginosa sind und innerhalb

weniger Tage sterben.

Eine ASM-Aktivierung scheint auch fir die Kontrolle intrazellularer Bakterien von
Bedeutung zu sein, da ASM-defiziente Mause eine erhohte Empfanglichkeit
gegenuber der Infektion mit Listeria monocytogenes aufwiesen (Utermohlen et al,
2003). Das Wachstum der Bakterien konnte durch ASM-defiziente Makrophagen
nicht unterbunden werden, was moglicherweise darauf zurlckzufihren ist, dass
Ceramide die Reifung von Phagosomen zu Phagolysosomen beeintrachtigen (Anes

et al, 2003).
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Neben bakteriellen Infektionen kdnnen auch Virusinfektion durch ceramidreiche
Membrandomanen beeinflusst werden. Die Aktivierung von ASM und die
nachfolgende Generierung von Ceramiden begunstigt die endozytotische Aufnahme
von Rhinoviren (Grassme et al, 2005). Eine ASM-Aktivierung ist ferner fur die
Induktion von Apoptose nach Infektion von Neuronen mit Sindbisvirus von
Bedeutung (Ng et al, 2008; Ng & Griffin, 2006). Im Gegensatz dazu wird die
fusionsabhangige Infektion von Lymphozyten mit HIV durch die Generierung
ceramidreicher Plattformen vermindert. Die Fusion von HIV mit der Wirtszellmembran
bedarf der Interaktion des Glykoproteins gp120 mit dem zellularen Rezeptor CD4.
Ceramide scheinen dabei die laterale Beweglichkeit von CD4 zu verhindern,
wodurch, statt der Fusion des Virus mit der Zelle, eine endozytotische Aufnahme des
Virus erfolgt und dieses anschliefend in den lysosomalen Kompartimenten der Zelle
degradiert wird (Finnegan & Blumenthal, 2006; Finnegan et al, 2007; Finnegan et al,
2004).

1.3 T-Zell-Polarisierung und -Migration

T-Zellen sind sehr motile Zellen, die im Verlauf ihrer Lebensdauer permanent durch
den Organismus wandern. Auf der Suche nach ihrem spezifischen Antigen
zirkulieren naive T-Zellen zwischen dem Blutstrom und sekundaren lymphatischen
Organen, als Effektorzellen wandern sie in periphere, inflammatorische Gewebe ein.
Die Bewegung der Zellen ist somit mal3gebend fur ein funktionelles Immunsystem.
Voraussetzung fir die Migration der Zellen ist die Ausbildung eines
,handspiegelférmigen®, polarisierten Phanotyps, der durch unterschiedliche Bereiche
gekennzeichnet ist. Dem sogenannten leading edge, welches die Vorderseite
darstellt und in Richtung der Bewegung orientiert ist, folgen der Zellkérper, der den
Zellkern enthalt und ein distaler Bereich, der als Uropod bezeichnet wird. Die
morphologische Polarisierung der Zelle beinhaltet die asymmetrische Verteilung von
Oberflachenmolekulen, intrazellularer Bestandteile wie dem Zytoskelett sowie einen
gerichteten Membranverkehr (Watanabe et al, 2005). Im Bereich des leading edge
akkumulieren u.a. Chemokinrezeptoren, F-Aktin und LFA-1 (Friedl et al, 1998; Nieto
et al, 1997; Samstag et al, 2003), der Uropod hingegen ist durch die Anreicherung
von ICAM (intercellular adhesion molecule)-1, -2, -3, CD43, CD44, B1-Integrinen
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sowie den Linker-Proteinen Ezrin, Radixin und Moesin (ERM-Proteine)
gekennzeichnet (del Pozo et al, 1998; Friedl & Brocker, 2000; Serrador et al, 1997).
ERM-Proteine stellen das Bindeglied zwischen Membranproteinen und dem
kortikalen Aktinzytoskelett dar und sind somit fur die Morphologie der Zellen von
Bedeutung (Charrin & Alcover, 2006). Die Proteine existieren in zwei
unterschiedlichen Konformationen. In der geschlossenen, inaktiven Konformation
werden durch die intramolekulare Interaktion der N-terminalen FERM-Domane mit
dem C-Terminus die Bindestellen fur F-Aktin und Membranproteine verdeckt
(Bretscher et al, 2002; Li et al, 2007a; Pearson et al, 2000). Die Aktivierung der
Proteine erfolgt durch die Bindung von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2)
und die Phosphorylierung konservierter Threonin-Reste innerhalb der C-terminalen,
aktinbindenden Domane (T567 in Ezrin, T564 in Radixin und T558 in Moesin).
Infolgedessen wird die intramolekulare Interaktion aufgeldst, wodurch die Bindung an
F-Aktin bzw. Membranproteine ermdglicht wird (Fievet et al, 2004; Hirao et al, 1996;
Matsui et al, 1998).

Leukozyten folgen dem Prinzip der ,amoéboiden Bewegung®, welche durch schnelle,
zyklische Wiederholungen aus Expansion und Kontraktion sowie kurze, schwache
Kontakte mit dem Substrat gekennzeichnet ist. Der Mechanismus der Bewegung
kann durch wiederholte Abfolge folgender Schritte beschrieben werden (Friedl &
Brocker, 2000; Friedl & Weigelin, 2008):

1. An der Vorderseite flhrt die Polymerisation von Aktin zur Ausbildung von

Membranauslaufern wie Lamellipodien und Filopodien

2. Die neu gebildeten Membranfortsatze werden uber Integrine mit dem Substrat
verbunden
3. Infolge der Wechselwirkung zwischen Myosin Il und dem Aktinzytoskelett

kommt es zur Kontraktion des Zellkorpers

4.: Im distalen Bereich der Zelle werden Zell-Matrix-Interaktionen aufgelost und

das hintere Ende wird ,nachgezogen®

Im Verlauf der Zirkulation durch den Koérper bewegen sich Leukozyten sowohl auf
zweidimensionalen Oberflachen, z.B. entlang von GefaRendothelzellen, als auch
innerhalb dreidimensionaler Gewebe. Abhangig von der Umgebung, in der die Zellen

migrieren, wechseln diese zwischen einem adhdrenten und nicht-adharenten
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Migrationsmodus. Wahrend die Migration von Leukozyten auf 2D-Oberflachen der
integrinvermittelten Anbindung an das Substrat bedarf, verwenden Leukozyten in
Geweben einen Migrationsmechanismus, der unter dem vollstandigen Verzicht auf
integrinvermittelte Adhasion ablauft (Friedl et al, 1998; Lammermann et al, 2008;
Lammermann & Sixt, 2009; Ley et al, 2007). Die Vorwartsbewegung der Zellen in 3D
wird im Wesentlichen durch die Polymerisation von Aktinflamenten angetrieben, das
Fehlen von Fokalkontakten ermoglicht zudem, dass sich die Zellen mit sehr hohen
Geschwindigkeiten (bis zu 25 ym/min) fortbewegen (Friedl & Weigelin, 2008). Im
Gegensatz zur ,mesenchymalen Migration, z.B. von Fibroblasten, verwenden
Leukozyten in vitro Protease-unabhangige Mechanismen, um die physikalischen
Barrieren der extrazellularen Matrix zu Uberwinden (Wolf et al, 2003). Die hohe
Deformierbarkeit der Zellen erlaubt es diesen, sich stadndig an die vorgegebenen
Matrixstrukturen anzupassen und dem Weg des geringsten Widerstandes zu folgen,
ein Prozess, der als contact guidance bezeichnet wird (Friedl, 2004; Wolf et al,
2003). Aktin/Myosin-vermittelte Kontraktionen des Zellkorpers ermoglichen zudem
den ,starren® Zellkern durch enge Licken der extrazellularen Matrix

hindurchdurchzuzwangen (Lammermann et al, 2008).

Polarisierung und Migration der Zellen werden durch Chemokine induziert.
Chemokine binden an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR), woraufhin
unterschiedliche Signalkaskaden in den Zellen aktiviert werden, was in der
Polarisierung der Zellen und der Migration in Richtung des Chemokingradienten
resultiert. Beide Prozesse bedurfen einer enormen Reorganisation des
Aktinzytoskeletts, weshalb die Regulation von GTPasen und aktinbindender Proteine
eine wichtige Rolle einnimmt (Samstag et al, 2003; Thelen & Stein, 2008).
Beispielsweise fuhrt GPCR-vermittelte Aktivierung des Nukleotid-Austauschfaktors
DOCK-2 zur nachfolgendenden Aktivierung der GTPase Rac, wodurch die
Polymerisation von Aktinfilamenten durch WAVE und den Arp2/3-Komplex induziert
wird (Ibarra et al, 2005; Machesky et al, 1999; Nombela-Arrieta et al, 2004). Rac
kontrolliert die Ausbildung von Lamellipodien im Bereich des leading edge und ist
somit fUr die Migration der Zellen von zentraler Bedeutung. Zudem erfolgt durch die
Bindung von Chemokinen an GPCRs die Aktivierung der PI3K und die nachfolgende
Generierung von PIP3, wodurch unterschiedliche Effektorproteine reguliert werden,
die Aktinreorganisation und Migration beeinflussen (Ward, 2006; Ward & Marelli-

Berg, 2009).
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1.4 Die Immunologische Synapse

Die Aktivierung von T-Zellen erfordert den direkten Kontakt zwischen T-Zellen und
antigenprasentierenden Zellen (APC), welche prozessierte Antigene Uber MHC-
Molekule auf der Zelloberflache prasentieren. DCs sind die effektivsten APC, da sie
in der Lage sind naive T-Zellen zu aktivieren (Banchereau & Steinman, 1998). Durch
die Interaktion des T-Zell-Rezeptors (TCR) mit spezifischen Peptid-MHC-Komplexen
kommt es zur Ausbildung einer spezialisierten Kontaktzone, die als immunologische
Synapse (IS) bezeichnet wird. Die Ausbildung der IS bendtigt die aktinabhangigen
Relokalisation von Rezeptormolekilen sowie die Rekrutierung von Signalmolekilen
zur Kontaktflache. Die dabei entstehenden hoch organisierten Strukturen werden als
supramolecular activation cluster (SMAC) bezeichnet. Eine reife, monozentrische IS
besteht aus einem zentralen SMAC (central SMAC, cSMAC), in dem TCR, CD3,
CD28 und assoziierte Signalmolekile wie PKC-6 akkumulieren. Umgeben ist der
cSMAC von einem peripheren Ring (peripheral SMAC, pSMAC) bestehend aus
LFA-1 und Talin (Bromley et al, 2001; Fooksman et al, 2010; Monks et al, 1998).
LFA-1 interagiert mit ICAM-1 auf der DC, wodurch der Kontakt stabilisiert wird.
Zudem wurde ein aktinreicher, distaler Bereich charakterisiert (distal SMAC,
dSMAC), der u.a. die Phosphatase CD45 enthalt (Freiberg et al, 2002). Studien an
planaren Lipiddoppelschichten haben gezeigt, dass der cSMAC durch die Fusion von
TCR-Mikroclustern (10-20 TCRs) entsteht, welche kontinuierlich im dSMAC gebildet
werden (Varma et al, 2006). Der zentripetale Transport dieser TCR-Mikrocluster ist
abhangig von einem funktionellen Aktinzytoskelett sowie dem Motorprotein Myosin |l
(lani et al, 2009). Daruber hinaus gelten TCR-Mikrocluster als Ort der
Signalweiterleitung, wohingegen im cSMAC das Signal terminiert wird und die
Degradation von TCR-Molekulen erfolgt (Varma et al, 2006). Eine langanhaltende
Signalweiterleitung, welche letztendlich in der Aktivierung der T-Zelle resultiert,
bedarf demnach der kontinuierlichen Neubildung von TCR-Mikroclustern in der

Peripherie.
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Abb.1.6: Schematische Darstellung der immunologischen Synapse. Seitenansicht (A) und
Ansicht von oben, in der die Organisation der SMACs dargestellt ist. cSMAC (braun), pPSMAC (griin)
und dSMAC (blau) (B) (Huppa & Davis, 2003).

Neben der monozentrischen Synapse konnten weitere Varianten der IS beschrieben
werden (Friedl et al, 2005). In der multifokalen Synapse sind cSMAC und pSMAC
nicht eindeutig getrennt, sondern es entstehen mehrere Cluster aus TCR und CDS3,
die von Adhasionsmolekllen umgeben sind. Eine multifokale Synapse wurde z.B. fur
die Interaktion zwischen DC und T-Zelle beschrieben (Brossard et al, 2005). Die
Dauer eines Kontaktes zwischen APC und T-Zelle variiert von Minuten bis zu
mehreren Stunden, wobei die Art des Kontaktes von der APC, dem
Aktivierungsstatus der T-Zelle, dem Antigen sowie dem Milieu bestimmt wird (FriedI
et al, 2005). Neben einzelnen, langlebigen Kontakten (lezzi et al, 1998) wurden auch
mehrere, kurzlebige (3-20 min) Kontakte beschrieben, die ebenfalls in einer
Aktivierung der T-Zelle resultierten (Gunzer et al, 2000; Mempel et al, 2004; Miller et
al, 2004). Wahrend diesen kurzlebigen, dynamischen Kontakten behalten T-Zellen
den polarisierten, migratorischen Phanotyp aufrecht. Im serial-encounter model
wurde daher postuliert, dass infolge serieller Kontakte mit ein und derselben bzw.
benachbarten DCs das in den T-Zellen induzierte Signal akkumuliert, was gleichsam
eines kontinuierlichen Signals, in der Aktivierung der T-Zelle resultiert (Friedl &
Gunzer, 2001).
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Fir eine vollstandige T-Zell-Aktivierung wird zudem ein lang-anhaltender Ca*'-
Einstrom Uber die Plasmamembran bendtigt. Infolge der TCR-vermittelten Produktion
von IP3; werden Ca?*-lonen aus dem ER freisetzt, was zu einem transienten Anstieg
der zytoplasmatischen Ca**-Konzentration fiihrt. Daraufhin kommt es zum Offnen
sogenannter CRAC (calcium release-activated calcium)-Kanale in der
Plasmamembran der Zellen, wodurch ein kontinuierlicher Ca?*-Einstrom aus dem
Extrazellularraum erfolgt, ein Prozess, der als store-operated calcium entry
bezeichnet wird (Smith-Garvin et al, 2009). Bisher wurden zwei molekulare
Komponenten ermittelt, die fir den Ca**-Einstrom in T-Zellen von Bedeutung sind.
Orai1 stellt die Untereinheit des Ca®*-Kanals in der Plasmamembran dar, Stim1 ist im
ER lokalisiert und dient als Sensor der intrazelluldren Ca?*-Konzentration. Infolge der
Freisetzung von Ca**-lonen aus dem ER vermittelt Stim1 das Offnen der Kanéle in
der Plasmamembran (Feske, 2007; Oh-hora & Rao, 2008). Fir T-Zellen konnte
gezeigt werden, dass Orai1 und Stim1 zur Synapse rekrutiert werden und dort einen
lokalen Ca**-Eintritt vermitteln (Lioudyno et al, 2008). Die Translokation von
Mitochondrien zur Synapse beeinflusst zudem die Intensitat des Ca?*-Eintritts an der
Kontaktstelle. Mitochondrien puffern die lokale Ca?*-Konzentration und verhindern
somit die Inaktivierung der CRAC-Kanale, wodurch der Ca®*-Einstrom von auflen
aufrechterhalten wird (Quintana et al, 2007; Schwindling et al, 2010).
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1.5 Ziele der Arbeit

In vorangegangen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass der Kontakt von
T-Zellen mit MV zur Aktivierung von ASMase bzw. NSMase und der nachfolgenden
Ceramidgenerierung auf der Oberflache der Zellen fihrt (Gassert et al, 2009).
Obwohl Ceramide eine Funktion bei der Regulation des Zellzyklus einnehmen,
konnte eine Bedeutung von Ceramiden fur den MV-induzierten Proliferationsarrest
nicht substantiiert werden, da der Arrest durch eine Inhibierung der ASM- oder NSM-
Aktivitat nicht aufgehoben werden konnte. Hingegen wird die Unfahigkeit MV-
kontaktierter T-Zellen einen polarisierten Phanotyp auszubilden durch die MV-
induzierte Aktivierung von SMasen und die anschlieRende Generierung von
Ceramiden vermittelt (Gassert et al, 2009). Die Induktion von Ceramiden stellt somit
einen moglichen Mechanismus dar, die Funktion von T-Zellen zu beeinflussen. In der
vorliegenden Arbeit sollte daher der generelle Einfluss von Ceramiden auf

Zytoskelettdynamik und Aktivierung von T-Zellen untersucht werden.

Im Speziellen galt es dabei die Bedeutung von Ceramiden fur die morphologische
Polarisierung, Adhasion, Chemotaxis und Motilitdt von T-Zellen zu untersuchen,
Prozesse, die einer enormen Reorganisation des Zytoskeletts bedurfen. Neben der
morphologischen  Polarisierung  sollte = zudem  die  Polarisierung  von
Oberflachenproteinen und intrazellularen Molekllen analysiert werden sowie deren
Aktivierungsstatus. Dabei galt das Interesse Proteinen, die flr die

Zytoskelettdynamik bzw. die T-Zell-Aktivierung von Bedeutung sind.

Daruber hinaus sollte in der vorliegenden Arbeit der Einfluss von Ceramiden auf die
Ausbildung einer IS untersucht werden. Neben der generellen Verteilung von
Ceramiden und ASM in DC/T-Zell-Konjugaten sollte zudem aufgeklart werden,
inwiefern die Modulation des Ceramidlevels auf T-Zellen oder DCs

Konjugatfrequenz, Architektur und Funktionalitat der Konjugate beeinflusst.
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2.1 Zellen

2.1.1 Zelllinien

Alle verwendeten Zelllinien standen am Institut flr Virologie Wirzburg zur Verfiigung.

Tabelle 2.1: verwendete Zelllinien

Zelllinie Zelltyp Herkunft
Lymphoblastoide
BJAB human
B-Zelllinie
EBV-transformierte Krallenaffe
B95a
B-Zelllinie (Callithrix jacchus)

2.1.2 Primare Zellen

Primare Zellen wurden aus Leukozytendepletionsfiltern isoliert (siehe Abschnitt 3.1.5
bis 3.1.7), die von der Abteilung fur Transfusionsmedizin der Universitatsklinik

Waurzburg breitgestellt wurden.

2.2 Mausstamme

Der Wildtyp-Stamm C57BL/6 (J-Stamm) stammt aus der Eigenzucht des Instituts fur
Virologie und Immunbiologie Wirzburg. Urspringlich wurde dieser Mausstamm 1921
von C. C. Little gezlchtet. Alle in dieser Arbeit verwendeten transgenen

Mausstamme beruhen auf C57BL/6-Hintergrund.
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Die ASM”-Mause (Horinouchi et al, 1995) wurden von Erich Gulbins zur Verfiigung
gestellt. Eine Neomycin-Expressionskassette wurde in Exon 2 des ASM-Gens
eingefugt, wodurch die kodierende Sequenz zerstort wurde. Heterozygote Tiere
zeigen keine phanotypischen Auffalligkeiten, wohingegen homozygote ASM™-Tiere
ab dem Alter von ca. 8 Wochen erste Krankheitszeichen aufweisen und im Alter von
6 bis 8 Monaten sterben. Aufgrund dessen wurden fur die Tierversuche homozygote
Tiere im Alter von 6-8 Wochen verwendet.

2.3 Viren

Das verwendete Wildtyp-Virus (Wildtyp Fleckenstein, WTF) war im Institut fur
Virologie Wurzburg vorhanden und wurde wie in Abschnitt 3.2.1 beschrieben in
BJAB-Zellen vermehrt.

2.4 Plasmide

Das ASM-HA-Gen wurde unter Verwendung der Restriktionsschnittstellen Xba | und

Sal | in den eukaryotischen Expressionsvektor pCG kloniert.

CMV promoter 17...543

AmpR 5583...4924

T7 1265...1290
ASM 1330...3215

ColE1 origin 4826...4144
pCG-ASM HA.ape

6342 bp

STOP codon 3243...3245
HA 3216...3242

Abb. 2.1: Schematische Darstellung des ASM-HA-Plasmids.
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2.5 Medien und Zusatze

Alle Zellkulturmedien und Zusatze wurden, wenn nicht anders angegeben, von der

Medienklche des Instituts fur Virologie bezogen.

Medien:

RPMI 1640

RPMI 1640 (L-Glutamin, ohne Phenolrot) PAA
LSM 1077 (Lymphocyte Separation Medium) PAA
Zusatze:

Ciprofloxacin Bayer
FKS Invitrogen

5,4 % Natriumhydrogencarbonat

Penicillin/Streptomycin (100 I.E./ml)

2.6 Puffer und Lésungen

Die Chemikalien fur alle verwendeten Puffer und Losungen wurden von den Firmen

AppliChem, Ferak, Fluka, Merck oder Sigma-Aldrich bezogen.

Tab. 2.2: Verwendete Puffer und Losungen

Bezeichnung Zusammensetzung

Ammoniumpersulfat (APS) 10 % (w/v) in aqua dest.
3,6 g Tris

Anodenpuffer 30 mM 200 ml Methanol

ad 1 | aqua dest., pH 10,4
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Anodenpuffer 300 mM

ATV

(Medienkuche des Instituts f. Virologie)

Einfriermedium

Erythrozyten-Lysepuffer

FACS-Puffer

HANKS (-Phenolrot, -CaCl,, -MgCl,)

(Medienkiche des Instituts f. Virologie)

Kathodenpuffer

Lysepuffer

36 g Tris
200 ml Methanol
ad 1| aqua dest., pH 10,4

8 g NaCl

0,4 g KClI

1 g D(+)-Glucose

0,58 g NaHCO3

0,5 g Trypsin

0,2 g Versene

ad 11 aqua dest., pH 7,4

FKS
20 % (v/v) DMSO

155 mM NH,CI

10 mM KHCO4

0,1 mM EDTA

PBS (Ca**/Mg**-frei)
0,5 % (w/v) BSA

0,02 % (w/v) NaNj

8 g NaCl

0,4 g KCI

0,06 g Na,HPO,4 x 2H,0
1 g D(+)-Glucose

0,06 g KH,PO,

0,1 g Penicillin

0,1 g Streptomycin

ad 1 | aqua dest.

5,2 g Hexansaure

3 g Tris

20 % (v/v) Methanol

ad 1l aqua dest., pH 9,4

120 mM NaCl

50 mM Hepes, pH 7,4

40 mM B-Glycerophosphat

10 mM NaF

1 mM EDTA

1 % (v/v) Triton-X-100
Proteaseinhibitor (1 Tabl./10 ml)
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Milchpuffer

NTE-Puffer

4 % Paraformaldehyd

PBS

Proteingelpuffer

Saccharoselésungen

Saponin-Puffer

SDS Probenpuffer (6 x)

Stripping Puffer

Trypanblau

PBS (Ca**/Mg**-frei)
5 % (w/v) Magermilchpulver
0,05 % (v/v)Tween-20

100 mM NaCl

10 mM Tris

1 mM EDTA

pH 7,4

4 g Paraformaldehyd

ad 100 ml PBS (Ca®*/Mg**-frei)

80 g NaCl

2 g KCI

11,5 g Na,HPO, x H,O

2 g KH,PO,

ad 1 | aqua dest.

250 mM Tris-HCI

1,9 M Glycin

1 % (w/v) SDS

pH 8,7

25 % (w/v) Saccharose in NTE
30 % (w/v) Saccharose in NTE
54 % (w/v) Saccharose in NTE
60 % (w/v) Saccharose in NTE
FACS-Puffer

0,33 % (v/v) Saponin

0,5 M Tris

0,4 % (w/v) SDS

6 ml Glycerol

0,6 ml B-Mercaptoethanol

2,4 mg Bromphenolblau

ad 20 ml aqua dest.

2 % (w/v) SDS

100 mM B-Mercaptoethanol
62,5 mM Tris-HCL pH 6,7

ad 25 ml aqua dest.

0,25 % (w/v) in PBS (Ca**/Mg**frei)
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20mM Tris
150mM NacCl

TSM-Puffer flir Adharenzassay

1mM CaCl,

2mM MgCl,

pH 8,0
0,2 g KClI

0,2 g KH,PO,
0,572 g Na,HPO,
8,2 g NaCl

0,2 g Versene

Versene

(Medienkuche des Instituts f. Virologie)

PBS (Ca*"/Mg**-frei)
0,05 % (v/v) Tween-20

Waschpuffer fir Western Blot

2.7 Antikorper

2.7.1 Unmodifizierte Priméarantikdrper

Tab. 2.3: Unmodifizierte Primarantikorper

Spezifitat Klon Isotyp
Akt-1 (C-20) polyklonal Ziege-lgG
Phospho-Akt

D9E Kaninchen-IgG
(Ser473)
ASM (H-181) polyklonal Kaninchen-IgG
CD3 ¢-chain 6B10.2 Maus-IgG;
CD11a (LFA-1) G43-25B Maus-lgG,,
CD43 DF-T1 Maus-IgG;
Ceramide MID15B4 Maus-IgM
CXCR4 12G5 Maus-lgG,,
Phospho-ERM 41A3 Kaninchen

Hersteller

Santa Cruz

Cell Signaling

Santa Cruz
Santa Cruz
Becton Dickinson
Santa Cruz

Enzo life science

(Biomol)

Santa Cruz

Cell Signaling

Verdunnung
1:500 (WB)
Milchpuffer
1:50 (IF)
1:1000 (WB; UN,
5 % BSA/PBS)
1:50 (IF)

1:100 (IF)

1:50 (FACS)
1:100 (IF)

1:30 (IF)

1:30 (FACS)
1:50 (IF)

1:50 (FACS)

1:200 (IF)
1:1000 (WB; GiN,
5 % BSA/PBS)
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HA-Probe

MV-H

Orail

F-7

H45

polyklonal

PI3K p85 subunit

alpha
SHIP-1
Stim1
Tubulin

2.7.2 Antikorper fur die Durchflusszytometrie

EP380Y

P1CA1
CDN3H4
DM1A

Maus-lgG,,

Kaninchen-IgG
Kaninchen-IgG
Kaninchen-IgG

Maus-IgG;
Maus-1gG;
Maus-IgG;

Tab. 2.4: Antikorper fur die Durchflusszytometrie

Spezifitat
CD3
CDl11c
CD14
CD19
CD28
CD29

CD56

Konjugat  Klon

PE UCHT1
PE B-ly6
FITC MoP9
FITC HIB19
Cy-5PE  CD28.2
Alexab47  4B7R
PE B159

Isotyp

Maus-IgG4,
Maus-IgG4,
Maus-IgG,,,
Maus-1gG4,

Maus-1gG4,

Maus-IgG;

Maus-IgG4, «

Santa Cruz

Virologie,
Wiirzburg

ProSci Inc.

Epitomics

Santa Cruz
Acris Antibodies

Sigma-Aldrich

Hersteller

Becton Dickinson

Becton Dickinson

Becton Dickinson

Becton Dickinson

Becton Dickinson

AbD Serotec

Becton Dickinson

1:100 (IF)
1:50 (FACS)
1:500 (WB)
Milchpuffer
1:100 (IF)

1:100 (IF)

1:100 (IF)
1:100 (IF)
1:200 (IF)

Verdinnung

1:50

1:50

1:50

1:50

1:25

1:50

1:50

30



2 Material

2.7.3 Sekundarantikorper

Tab. 2.5: Verwendete Sekundarantikérper

Spezifitat Konjugat Hersteller Verdinnung
Kaninchen-lgG  Alexa 488 Invitrogen 1:100 (IF)
1:100 (FACS)
Maus-1gG Alexa 488 Invitrogen
1:100 (IF)
Ziege-lgG Alexa 488 Invitrogen 1:100 (IF)
Kaninchen-lgG Alexa 594 Invitrogen 1:100 (IF)
Maus-1gG Alexa 594 Invitrogen 1:100 (IF)
Ziege-lgG Alexa 594 Invitrogen 1:100 (IF)
1:100 (FACS)
Maus-IgM Alexa 488 Invitrogen
1:200 (IF)
Kaninchen-lgG HRP Dianova 1:2000 (WB)
Maus-IgG HRP Dianova 1:7000 (WB)
Ziege-lgG HRP Dianova 1:5000 (WB)
2.7.4 Antikorper fur die T-Zell-Stimulation
Tab. 2.6: Antikorper fur die T-Zell-Stimulation
Spezifitat Hersteller Klon Isotyp
Ziege anti-Maus IgG Dianova polyclonal

Maus anti-Human CD3  Becton Dickinson

Maus anti-Human CD28 Becton Dickinson

UCHT1 Maus 1gG;, x

CD28.2  Maus-lgGs, k
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2.8 Zytokine und Chemokine

Tab. 2.7: Zytokine und Chemokine

Bezeichnung
Rekombinantes, humanes SDF-1a

Rekombinantes, humanes CCL-21

GM-CSF

humanes IL-4

2.9 Kits

Kit
Zeon® Mouse IgG Labeling Kit

Human T cell Nucleofactor® Kit

2.10 Chemikalien

Bezeichnung

7-AAD Staining Solution
Acrylamid-4K-Ldsung
Amitriptilyne hydrochloride

BCA-LOsung

C+6-Ceramid (N-Palmitoylsphingosine)

C+6-Dihydroceramid (N-16:0 Sphinganine)

Calcein AM

Complete, EDTA-free, Protease Inhibitor Cocktail

CSFE

Hersteller
PeproTech
PeproTech
Berlex

Miltenyi Biotec

Hersteller
Invitrogen

Lonza

Hersteller

Becton Dickinson
AppliChem
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Biomol

Avanti Polar Lipids
Invitrogen

Roche

Invitrogen

32



2 Material

Ethanol

Fibronektin

Fluo-4

Fluoromount-G

Fusionsinhibitorisches Peptid (Z-D-Phe-L-Phe-Gly-OH)
GW 4869

Hanks Balanced Salts (HBSS, ohne Phenolrot)

Human Serum (off the clot)

(rekombinantes) ICAM-1/Fc Chimera
Kupfer(ll)-Sulfat-Lésung

LPS

Page Ruler™ prestained protein ladder

Phalloidin 488/594

Poly-L-Lysin

Proteinstandardlosung (1 mg/ml)

R18

Sphingomyelinase von Bacillus cereus

Staphylococcal Enterotoxin A von Staphylococcus aureus
Staphylococcal Enterotoxin B von Staphylococcus aureus
TEMED

[methyl-3H] Thymidine

WGA-FITC

2.11 Plastikwaren und Verbrauchsmaterial

Bezeichnung

Bakterienplatten

AppliChem
Sigma-Aldrich
Invitrogen
Biozol
Bachem
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
PAA

R&D Systems
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Fermentas
Invitrogen
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Invitrogen
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
AppliChem
GE Healthcare

Invitrogen

Hersteller

Sarstedt
33



2 Material

BD Trucount™ Tubes

Dynabeads® Human T-Activator CD3/CD28
ECL Western Blotting Detection Reagents
Einmalkivetten

Entwickler und Fixierer
FACS-Rohrchen

Filtermatten
Kryokonservierungsrohrchen
LabTekll™ chamber slides

p-Slide VI ibiTreat

p-Slide VI uncoated
Nitrozellulosetransfermembran Protan®
Nylonwolle

Pipettenspitzen

Plastikpipetten (5 ml, 10 ml)
Polycarbonatfilter (6 yum Porengrolie)
PVC-Schlauch

Reaktionsgefalle (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)
Rontgenfilm

Roti®-Plast Paraffin Pastillen

Spritzen (50 ml)

UltraPure™ Agarose

UZ-Rohrchen

Vaseline

Wasser fur die HPLC

Whatman-Papier Typ GB002

Becton Dickinson
Invitrogen

GE Healthcare
Roth

Kodak

Becton Dickinson
Perkin Elmer
Greiner Bio One
Nunc

ibidi

ibidi

Schleicher & Schuell
G. Kisker GbR
Eppendorf, Roth
Greiner bio-one
Costar Corning
Hartenstein
Eppendorf

Fuji Foto Film
Roth

Dispomed
Invitrogen
Beckman
Molyduval
AppliChem

Schleicher & Schuell
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Zellkulturflaschen (50 ml, 250 ml, 550 ml)

Zellkulturplatten (6-, 12-, 24-Well)
Zellkulturplatten (96 Well)

Zellkulturplatten (96 Well, half area)

Zellkulturplatten schwarz (96 Well, non-treated)

Zellkulturschalen (35 mm)
Zellschaber

Zentrifugenrohrchen 15 ml, 50 mli

2.12 Gerate

Brutschrank
Elektroblotkammer
FACScan Calibur™
Fluoreszenzreader Safire 2™
Gelelektrophoresekammer
Harvester 96®

Konfokales Mikroskop LSM510 Meta
Lichtmikroskop Labovert FS
Mehrkanalpipetten
Mikropipetten

pH-Meter

Photometer

Schattler

Spannungsquelle
Sterilwerkbank

Szintillationszahler MicroBeta®™

Greiner bio-one
Greiner bio-one
Becton Dickinson
Costar Corning
Nunc

Nunc
Hartenstein

Greiner bio-one

Nuaire
Institutswerkstatt
Becton Dickinson
Tecan
Istitutswerkstatt
Tomtec

Zeiss

Leitz

Abimed

Abimed, Eppendorf
Mettler Toledo
Eppendorf
Buhler
Pharmacia
Nuaire

Perkin Elmer
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Tischzentrifuge

Vortexer

Wasserbad

Zahlkammer nach Neubauer

Zentrifugen

2.13 Software

Image J

Prism

Cell Quest Pro

LSM Image Browser

AIDA

Heraeus, Sepatech
GLW

GFL

Hartenstein

Hettich, Sorvall, Eppendorf

NIH

GraphPad
Becton Dickinson
Carl Zeiss

Raytest
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3.1 Zellkultur

Alle verwendeten Zellen wurden in Brutschranken bei 37°C, in
wasserdampfgesattigter Atmosphare und einem CO»-Gehalt von 5 % Kkultiviert. Die
verwendeten Medien wurden mit jeweils 15 ml NaHCO3; gepuffert und den Antibiotika
Penicillin und Streptomycin versetzt. Des Weiteren wurde den Medien
hitzeinaktiviertes fetales Kalberserum (FKS) hinzugefugt. Zur Hitzeinaktivierung
wurde das Serum fur 1 h bei 56°C inkubiert.

3.1.1 Zellkultur von Suspensionszellen

Die humane B-Zelllinie BJAB wurde in RPMI 1640 mit 10 % FKS kultiviert. Zum
Splitten der Zellen wurden diese abzentrifugiert (5 min, 1200 rpm, RT), das Zellpellet
in frischem Medium resuspendiert und 1:5 bis 1:10 verdlinnt in neue

Zellkulturflaschen ausgesat.

3.1.2 Zellkultur adharenter Zelllinien

Die semiadharente Zelllinie B95a wurde in RPMI 1640 mit 5 % FKS kultiviert. Nach
der Ausbildung eines konfluenten Zellrasens wurden die Zellen einmal mit ATV
gewaschen und anschlielfend mit 1 ml bis 2 ml ATV bei 37°C abgel6st. Zur weiteren
Kultivierung wurden die Zellen 1:5 bis 1:10 verdinnt in neue Zellkulturflaschen

ausgesat.

3.1.3 Kryokonservierung der Zellen

FUr eine langerfristige Lagerung der Zellen wurden diese in flussigem Stickstoff

eingefroren. Dafiir wurden 1x10” (adhdrente Zellen) bis 2x10° Zellen
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(Suspensionszellen) in 1 ml FKS resuspendiert und mit dem gleichen Volumen an
Einfriermedium gemischt. Die Zellen wurden anschliefend zunachst fur 1 h bei -20°C
gelagert und dann Uber Nacht bei -80°C eingefroren. Daraufhin wurden die Aliquots

in den flussigen Stickstoff Gberfuhrt.

Zur erneuten Kultivierung der Zellen wurden diese zlgig bei 37°C aufgetaut, mit
einem Uberschuss an vorgewarmtem Medium zweimal gewaschen und in dem

entsprechenden Medium bei 37°C kultiviert.

3.1.4 Bestimmung der Lebendzellzahl

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl wurde eine Vitalitatsfarbung mit Trypanblau
durchgefuhrt. Dabei wurden die Zellen 1:5 bis 1:10 in der Trypanblau-L6sung
verdinnt und zur anschlieBenden Zahlung in eine Neubauer-Zahlkammer gegeben.
Tote Zellen nehmen den Farbstoff auf und erscheinen daher im Lichtmikroskop blau.
Daraufhin wurden die lebenden Zellen in mindestens vier Gro3quadraten gezahlt und

die Zellzahl pro Milliliter bestimmt.

Zellzahl/ml = Mittelwert aus vier GroRquadraten x Verdiinnung x 10*

Formel 3.1: Berechnung der Lebendzellzahl.

3.1.5 Isolierung mononuklearer Zellen des peripheren Blutes

Als mononukleare Zellen des peripheren Blutes (peripheral blood mononuclear cells,
PBMC) bezeichnet man einkernige Blutzellen wie T-Zellen, B-Zellen, NK-Zellen,
Monozyten und Makrophagen. Zur Isolierung der PBMCs wurde Blut aus
sogenannten Leukozytendepletionsfiltern verwendet, welche von der Abteilung fur
Transfusionsmedizin der Universitatsklinik Warzburg zur Verfugung gestellt wurden.
Dabei wurde das Blut (ca. 10 ml) zunachst 1:5 mit Versene verdiunnt und
nachfolgend auf einen Ficoll-Paque geschichtet (30 ml verdinntes Blut pro 9 ml

Ficoll-Paque). Bei der anschlielfenden Dichtegradientenzentrifugation (30 min, 2 min
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Anlauf, 2 min Auslauf, 1200 rpm, RT) wurden die enthaltenden zellularen
Bestandteile entsprechend ihrer unterschiedlichen Dichte aufgetrennt. Die
entstandene Interphase wurde abgenommen, in ein 50 mI-Réhrchen Uberfuhrt und
zwei- bis dreimal mit PBS gewaschen (5 min, 1200 rpm, RT). Die PBMCs wurden
anschlieRend in einer Zelldichte von 5x10%ml in 10 % RPMI resuspendiert und fiir

die nachfolgende Isolierung von Monozyten und T-Zellen verwendet.

3.1.6 Generierung humaner dendritischer Zellen (DC) aus Monozyten

Humane DCs kdénnen durch die Kultur mit GM-CSF und IL-4 aus Monozyten
generiert werden. Daflir wurden die Monozyten zunachst durch Plastikadharenz aus
der PBMC-Kultur isoliert, indem die PBMC-Suspension liegend, in grofR3en
Zellkulturflaschen (75 cm2) fur 2 h im Brutschrank inkubiert wurde (ca. 25 ml PBMC-
Suspension/ Zellkulturflasche). AnschlieRend wurde die nicht-adharente Fraktion
abgenommen und die T-Zellen, wie in Abschnitt 3.1.7 beschrieben, daraus
aufgereinigt. Die Monozyten-Fraktion wurde zwei- bis dreimal mit PBS gewaschen
und in 10 % RPMI Uber Nacht im Brutschrank inkubiert. Die Monozyten befinden sich
daraufhin im Medium bzw. kbénnen leicht von der Platte abgeldst werden,
wohingegen kontaminierende Zellen auf der Platte adharieren. Im Folgenden wurden
die Monozyten in einer Zellkonzentration von 5x10°/ml in 6-Well-Platten ausgesat
und 500 U/ml GM-CSF und 250 U/ml IL-4 dem Medium hinzugefugt. Das Medium
wurde alle zwei Tage erneuert und die Zellen mit frischen Zytokinen versehen. Nach
einer dreitdgigen Kultur mit GM-CSF und IL-4 verlieren die Monozyten den
Oberflachenmarker CD14 und exprimieren die typischen Oberflachenmarker unreifer
DCs (CD1a, CD11c, CD80"%"9 CD86"¢""9, HLA-DR"®%"%). Um reife DCs zu erhalten
wurde dem Kulturmedium ab Tag drei der Kultur 100 ng/ml LPS zugegeben. Nach
weiteren 24 Stunden zeigten die DCs den typischen Phanotyp reifer DCs.
Reifungsmarker wie CD83 werden nun exprimiert sowie CD80, CD86 und HLA-DR

hochreguliert.
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3.1.7 Anreicherung priméarer T-Zellen mittels Nylonwolle

Bei der T-Zell Anreicherung mittels Nylonwolle werden die unterschiedlichen
Bindungseigenschaften mononuklearer Zellen an Nylon ausgenutzt. Da B-Zellen mit
héherer Affinitat an Nylon binden als T-Zellen, kénnen letztere leicht durch eine
Passage uber Nylonwolle angereichert werden. Dabei sind Temperatur und FKS-
Gehalt des Mediums von Bedeutung.

Zur Herstellung der Saulen wurden zunachst 50 ml Spritzen mit 2 g Nylonwolle
geflllt und anschlielRend autoklaviert. Vor Gebrauch der Sdule wurde an das untere
Ende ein Plastikschlauch angebracht, der mit einer Metallklemme verschlossen
wurde. Anschlielfend wurde die Saule mit 25-50 ml warmem 5 % RPMI befullt und
die Nylonwolle mit einer sterilen Pipette leicht zusammen gedrickt, um mdgliche
Luftblasen zu entfernen. Der Uberstand Uber der Nylonwolle wurde daraufhin
vollstindig abgelassen und die PBMC-Fraktion auf die Saule gegeben (2x10°
PBMCs in 7 ml 5 % RPMI). Danach wurde nochmals so viel Medium abgelassen, bis
sich die Zellsuspension ganzlich in der Nylonwolle befindet. AnschlieRend wurden
erneut wenige Milliliter 5 % RPMI auf die Saule gegeben, um ein Austrocknen der
Nylonwolle zu verhindern und die Saule flir 45 min bei 37°C inkubiert. Die nicht-
adharenten T-Zellen wurden im Folgenden mit 25 ml warmem 5 % RPMI eluiert und
das ablaufende Medium in einem 50 ml-Réhrchen gesammelt. Die Zellen wurden
anschlieBend zentrifugiert (1200 rpm, 5 min, RT) und in 10 % RPMI in einer

Zellkonzentration zwischen 2-5x10°%ml resuspendiert.

Die erfolgreiche Anreicherung der T-Zellen kann mittels Durchflusszytometrie, wie in
Abschnitt 3.4.1 beschrieben, Uberpruft werden (Abbildung 3.1).
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Abbildung 3.1: Durchflusszytometrische Charakterisierung der Zellpopulation vor (A) und nach
der Passage uber Nylon (B). Durch die Passage Uber Nylonwolle wird der prozentuale Anteil der
T-Zellen (CD3-positiv) in der Zellpopulation von 61 % auf 89 % erhoht. Der Anteil von Monozyten
(CD11c-positiv) wird hingegen
verringert. Der Prozentsatz von naturlichen Killerzellen (CD56-positiv) bleibt anndhernd konstant
(schwarz gefilltes Histogramm: Isotypkontrolle).

(CD14-positiv), B-Zellen (CD19-positiv) und myeloiden Zellen
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3.2 Virologische Methoden

3.2.1 Herstellung von Virusstocks

Die Zucht des Wildtypstammes WTF wurde auf BJAB-Zellen durchgefuhrt. Flr die
Prainfektion wurden 5x10” BJAB-Zellen abzentrifugiert (5 min, 1200 rpm, RT), in 7 ml
RPMI ohne FKS resuspendiert und mit einer MOI von 0,01 infiziert. Nach Inkubation
der Virus-Zell-Suspension fur 1-2 h bei 37°C wurden die Zellen erneut pelletiert, in
100 ml 10 % RPMI aufgenommen und fur 2-3 Tage bis zur Auspragung eines
zytopathischen Effektes (CPE) bei 37°C kultiviert. AnschlieRend wurden je 10 ml
dieser Prainfektion zu 10 grof3en Zellkulturflaschen BJAB-Kultur hinzugefligt und die
Infektion bis zur Auspragung eines CPE fur weitere 2-3 Tage durchgefuhrt. Die
infizierten BJAB-Zellen wurden daraufhin abzentrifugiert (5 min, 1200 rpm, RT), die
Pellets in je 1 ml PBS resuspendiert und Gber Nacht bei -80°C eingefroren. Daraufhin
wurden die Zellen bei 4°C aufgetaut und die Zelltrimmer durch Zentrifugation
(15 min, 3000 rpm, 4°C) abgetrennt. Der gewonnene Uberstand wurde auf Eis

gestellt, in Einfrierrdhrchen aliqoutiert und bei -80°C aufbewahrt.

Parallel zur Anzucht der Viren wurden nicht-infizierte BJAB-Zellen kultiviert und wie

zuvor beschrieben prapariert. Diese Praparationen dienten als Mock-Kontrolle.

3.2.2 Bestimmung des Virustiters TCID50

Bei der TCID50-Bestimmung (tissue culture infectious dosis 50) wird die
Virusverdinnung ermittelt, bei der noch die Halfte der beimpften Kulturen infiziert
wird. Dafiir wurden zunidchst B95a-Zellen (5x10%/Well) in 5 % RPMI in einer
96-Well-Platte ausgesat. Am folgenden Tag wurde eine Virusverdunnungsreihe in
RPMI ohne FKS von 10" bis 10° hergestellt. Jeweils 8 Wells der Platte wurden mit je
100 pl einer Verdunnungsstufe versehen und die Infektion der Zellen fur 1 h im
Brutschrank durchgefuhrt. Anschlielend wurde das Medium abgesaugt und jeweils
200 yl 5 % RPMI zu den Zellen gegeben. Die Ausbildung eines zytopathischen
Effektes wurde nach 3-5 Tagen im Lichtmikroskop bestimmt und der Virustiter mit
Hilfe der Formel nach Spearman und Karber berechnet.
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log TCID50 :xp_]+%d -dY p

Formel 3.2: Formel zur Bestimmung der 50 % Endpunkttitration. xp=1: dekadischer Logarithmus
der hochsten Verdinnungsstufe, bei der noch in allen Ansatzen ein CPE sichtbar ist, d: dekadischer
Logarithmus des Verdiinnungsfaktors, p: Anteil an CPE positiven Napfen pro Verdinnungsstufe, Sp:
Summe aller p ab der Verdinnungsstufe xp=1 und den p-Werten aller héheren Verdinnungen mit
beobachtetem CPE. Berechnet wird der dekadische Logarithmus der Verdiinnungsstufe, bei der 50 %
der Ansatze einen CPE aufweisen.

SElog TCID50 = .|d ZM

n-—1

Formel 3.3: Formel zur Berechnung des Standardfehlers der TCID50. d: dekadischer Logarithmus
der Verdinnungsstufe, p: Anteil an CPE positiven Napfen pro Verdinnungsstufe, n: fir die Anzahl der
Napfe pro Verdinnungsstufe.

3.2.3 Virusaufreinigung durch Ultrazentrifugation

Um eine hohere Reinheit und Anreicherung der Viruspraparation zu erzielen, wurde
diese durch Ultrazentrifugation aufgereinigt. Dafur wurde zunachst die
Viruspraparation bei 4°C aufgetaut und fir 15 min bei 3000 rpm und 4°C
abzentrifugiert. Alle folgenden Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt. Der Uberstand
wurde gesammelt und das Zellpellet erneut in 5 ml des Uberstandes resuspendiert.
Daraufhin wurde das Zellpellet durch 10 x Douncen homogenisiert und anschlie3end
die Zelltrtmmer durch Zentrifugation abgetrennt (15 min, 3000 rpm, 4°C). Der
gewonnene Uberstand wurde mit dem vorher gesammelten Uberstand vereinigt. Je
5 ml 25 %-ige Saccharoseldésung wurde in Ultrazentrifugenréhrchen gegeben und mit
je 5 ml Uberstand vorsichtig Uberschichtet. Das durch Ultrazentrifugation (1,5 h,
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25 000 rpm, 4°C) erhaltene Viruspellet wurde in je 2 ml NTE-Puffer resuspendiert
und bei -20°C eingefroren. Am folgenden Tag wurden ein Saccharosegradient, wie in
Abbildung 3.2 illustriert, gegossen, mit 2 ml Viruslosung uberschichtet und
ultrazentrifugiert (2 h, 25 000 rpm, 4°C). Zum Austarieren der Rohrchen wurden
diese mit NTE-Puffer aufgefullt.

| «—— 2 mlVirussuspension

<«—— 10 ml 30 % Saccharose

Virus-haltige Phase nach

der Zentrifugation

<«—— 10 ml 54 % Saccharose

<+—— 5 ml 60 % Saccharose

Abbildung 3.2: Saccharosegradient zur Gewinnung gereinigter Viruspartikel.

Die Viruspartikel sammeln sich als weil3e Bande in der Phase zwischen 30 % und
54 % Saccharose. Der Saccharosegradient wurde mit einer langen Kanule
durchstochen, die virushaltige Phase vorsichtig abgesaugt und in neue
Zentrifugenrohrchen Ubertragen. Die Zentrifugenrohrchen wurden mit NTE-Puffer
aufgefullt und das Virus durch Ultrazentrifugation pelletiert (90 min, 25 000 rpm, 4°C).
Die Uberstdnde wurden verworfen, die Pellets in PBS resuspendiert (insgesamt
1-1,5 ml) und bei -80°C aufbewahrt. Parallel zur Aufreinigung der Viruspraparation
wurde gleichermalen eine Mock-Kontrolle durch Ultrazentrifugation gereinigt,
aliquotiert und bei -80°C aufbewahrt.

Zur Bestimmung der Virusmenge bzw. zur Abschatzung des Gehalts an
Glykoproteinen wurden unterschiedliche Mengen des gereinigten Virus Uber ein
12 % SDS-Gel aufgetrennt, die Proteine auf eine Nitrozellulosemembran transferiert
und mit einem o-H-Antikdrper detektiert. Die Menge an Glykoproteinen nach
Virusreinigung wurde mit der Menge an Glykoprototeinen einer Viruspraparation

bekannten Titers verglichen.
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ungereinigtes Virus gereinigtes Virus

125 25 5 @ 125 25 5 [ug]

Abbildung 3.3. SDS-PAGE zur Abschatzung des Glykoproteingehalts des gereinigten Virus.
5 yg, 2,5 yg und 1,25 ug des gereinigten Virus bzw. einer Viruspraparation bekannten Titers wurden
auf einem 12 % SDS-Gel aufgetrennt, die Proteine auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und
mit einem o-H-Antikorper detektiert. &: Mock-Kontrolle.

3.2.4 Virusbindung an T-Zellen

Zur Bindung von WTF an T-Zellen wurden die Zellen zunachst abzentrifugiert (1 min,
8000 rpm, RT) und anschlieRend in 100 pl PBS resuspendiert. Durch
Ultrazentrifugation gereinigtes Virus (Abschnitt 3.2.3) wurde auf Eis aufgetaut und
ebenfalls fur 1-2 min bei 8000 rpm und 4°C zentrifugiert. Das Virus wurde
anschlie3end in einer MOI von 1 vorsichtig mit den Zellen gemischt und der Ansatz
fur 2 h bei 4°C auf einem Rotator inkubiert, um eine gleichmaRige Durchmischung
von Virus und Zellen zu gewahrleisten. Um die Aufnahme viraler Partikel zu
verhindern, wurde zusatzlich FIP in einer Endkonzentration von 200 uyM zugesetzt.
AnschlieBend wurden die Zellen pelletiert (1 min, 8000 rpm, 4°C) und
nichtgebundene Viruspartikel durch einen Waschschritt mit PBS entfernt.
Abschlie®end wurden die Zellen in einer geeigneten Zellkonzentration in Medium

oder Puffer aufgenommen und fur die weiteren Experimente verwendet.
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3.3 Zellbiologische Methoden

3.3.1 Inkubation von T-Zellen mit bakterieller Sphingomyelinase (bSMase) und
Cis-Ceramid

Zur Generierung von Ceramiden durch bSMase wurden, falls nicht anders vermerkt,
2x10° T-Zellen/ml in 10 % RPMI mit 12,5mU/ml bSMase fir 30 min bei 37°C
inkubiert. Die Inkubation der Zellen mit C4¢s-Ceramid (C+g) erfolgte in 10 % RPMI fur
2 h bei 37°C. C4s wurde, wenn nicht anders angegeben, in einer Konzentration von
50 uyM zu den Zellen gegeben. Als Kontrolle diente biologisch inaktives Cqg-
Dihydroceramid (dC+s), welches ebenfalls in einer Konzentration von 50 yM dem

Medium hinzugefugt wurde.

3.3.2 Adharenzassay

Um die Adharenz von T-Zellen zu bestimmen, wurden 20 pg/ml Fibronektin (FN)
bzw. 10 pg/ml rekombinantes ICAM-1/Fc in 100 pl PBS (+Ca®*/+Mg®*)/Well in einer
96-Well-Platte Uber Nacht bei 4°C immobilisiert. Daraufhin wurden die Wells dreimal
mit 200 ul PBS gewaschen und die unspezifischen Bindungsstellen mit 100 pl 2,5 %
BSA/PBS fur 1-2 h bei 37°C geblockt. Abschlieliend wurde erneut dreimal mit 200 pl
PBS gewaschen. Zur Bestimmung der integrinunabhangigen Adharenz wurden bei
den Adharenztests an FN jeweils drei Wells nur mit 2,5 % BSA/PBS geblockt bzw.
bei der Bindung an ICAM-1/Fc mit 10 pg/ml humanem IgG-Antikdrper beschichtet.
Die T-Zellen wurden zweimal durch Zentrifugation (5 min, 1200 rpm, RT) mit PBS
gewaschen und in einer Zellkonzentration von 5x10%/ml in RPMI (ohne FKS, ohne
Phenolrot) resuspendiert. Nach Zugabe von 5 yl Calcein AM/ml (1 mM in DMSO)
wurden die T-Zellen fur 30 min bei 37°C inkubiert und anschlieBend zweimal mit
vorgewarmtem Medium gewaschen. Im Folgenden wurden die gefarbten Zellen mit
bSMase, C1s bzw. dCs behandelt, danach in Assaypuffer in einer Zellkonzentration
von 5x10°/ml aufgenommen und zur Integrinaktivierung mit 2 mM MnCl; fiir 15 min
bei 37°C inkubiert. Fur die T-Zell-Adharenz an ICAM-1/Fc erfolgte die Aktivierung der
Integrine durch Stimulation von CD3/CD28. Dabei wurden die T-Zellen in
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Assaypuffer auf Eis mit a-CD3- und a-CD28-Antikérpern (je 10 pg/ml) fir 20 min
vorinkubiert. Im Anschluss an einen weiteren Waschschritt wurden die Zellen dann
durch Zugabe von Ziege-anti-Maus-IgG (10 ug/ml) fur 15 min bei 37°C stimuliert.
Nach erfolgter Integrinaktivierung wurden jeweils 100 ul der Zellsuspension in die
Wells gegeben und die Zellen fur unterschiedliche Zeitpunkte bei 37°C inkubiert.
AnschlieBend wurde die Fluoreszenzintensitat der Zellen mit einem
Fluoreszenzreader bei 520 nm bestimmt. Nicht-adharente Zellen wurden im
Folgenden durch dreimaliges Waschen mit 200 pl PBS entfernt und erneut die
Fluoreszenzintensitat bei 520 nm gemessen. Der Prozentsatz adharenter Zellen

wurde nach folgender Formel berechnet:

% adhéarente Zellen = Fluoreszenz adhérente Zellen X 100

gesamte Fluoreszenz

Formel 3.4;: Berechnung der Prozentzahl adhéarenter Zellen.

3.3.3 Chemotaxisassay

Zur Analyse der T-Zell- bzw. DC-Chemotaxis wurde ein Zellkultursystem verwendet,
bei dem die Wells einer 24-Well-Platte durch einen Polycarbonatfilter mit definierter

PorengrofRe (5 um) in ein oberes und unteres Kompartiment geteilt wurden.

Chemotaxisassay mit T-Zellen

Fir Chemotaxisassays mit T-Zellen wurden die Polycarbonatfilter zunachst in 0,5 %
BSA/RPMI far 30 min im Brutschrank aquilibriert. Die T-Zellen wurden
wahrenddessen mit bSMase, Ci bzw. dCi in 0,5 % BSA/RPMI inkubiert. Fur
Experimente mit Virus erfolgte die Virusbindung an T-Zellen, wie in Abschnitt 3.2.4
beschrieben. In das untere Kompartiment wurde anschlieBend jeweils 500 ul
Migrationsmedium vorgelegt (0,5 % BSA/RPMI, 1 ug/ml SDF-1a). 1x10° T-Zellen

wurden in 100 pl 0,5 % BSA/RPMI resuspendiert und in das obere Kompartiment
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gegeben. Daraufhin folgte eine Inkubationszeit von 3 h bei 37°C. Im Anschluss an
die Inkubation wurden die Filter aus der Platte entfernt und der Boden der Filter
dreimal mit Medium aus dem unteren Kompartiment gespult, um Zellen von der
Unterseite des Filters zu entfernen. Daraufhin wurde das Medium aus dem oberen
und unteren Kompartiment in TruCount Tubes uberflihrt, um die Zellzahl mittels

quantitativer Durchflusszytometrie (Abschnitt 3.4.3) zu bestimmen.

Chemotaxisassay mit DCs

Die Chemotaxisassays mit DCs wurden analog zu den Chemotaxisassays mit
T-Zellen durchgefiihrt. Im Gegensatz zu den Experimenten mit T-Zellen wurde als
Migrationsmedium 1 % BSA/ 1 % HS/RPMI mit 5 pg/ml CCL-21 verwendet. In das
obere Kompartiment wurden 2x10° LPS-ausgereifte DCs gegeben, die zuvor mit
25 mU/ml bSMase fur 30 min bei 37°C behandelt wurden. Nach einer Inkubationszeit
von 3 h bei 37°C wurde die Zellzahl des oberen und unteren Kompartiments mittels

quantitativer Durchflusszytometrie bestimmt.

3.3.4 Under agarose assay

Zur Analyse der Zellmotilitdt wurde ein under agarose assay verwendet. Dieser
Assay dient dazu das Migrationsverhalten der Zellen in einem zweidimensionalen
System zu untersuchen, da die Zellen sich unter einer Agaroseschicht fortbewegen
mussen. Zu Beginn des Experiments wurden daher die Agarosegele gegossen.
Dafur wurde ein Kunststoffring mit einem Durchmesser von 17 mm in einer 35 mm
Zellkulturschale durch ein Vaseline/Paraffin-Gemisch (1:2) fixiert. Anschliel3end
wurden 10 ml 2x HBSS (Sigma) mit 20 ml 20 % RPMI gemischt und im Wasserbad
erwarmt (65°C-70°C). In einem weiteren 50 ml-Réhrchen wurden 0,25 g UltraPure™
Agarose mit 10 ml HPLC-Wasser gemischt und anschlieBend in der Mikrowelle
aufgekocht bis die Agarose vollstandig gelost ist. Der HBSS/RPMI-Mix wurde im
Folgenden mit der Agarose gemischt und 500 pl der Agarose-Losung sofort in den
Ring gegossen. Bei Experimenten mit bSMase, C1s und dC1s wurden die Substanzen

in den entsprechenden Konzentrationen dem Agarose/Medium-Mix hinzugefugt.
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Nach dem Ausharten der Gele bei Raumtemperatur wurden diese vor Beginn der
videomikroskopischen Analyse noch im Inkubator fir 30 min &quilibriert. 2x10°
T-Zellen wurden inzwischen mit bSMase, Cis bzw. dC4 in 0,1 % BSA/RPMI
inkubiert. Bei Experimenten mit Virus erfolgte die Virusbindung wie in Abschnitt 3.2.4
beschrieben. Die Zellen wurden im Anschluss flr 1 min bei 8000 rpm abzentrifugiert
und in 100 pl 0,1 % BSA/RPMI mit 1 pg/ml SDF-1a resuspendiert. 1 pl der
Zellsuspension wurde danach unter die Agarose injiziert, woraufhin die
videomikroskopische Analyse der migrierenden T-Zellen mit einem inversen
Lichtmikroskop bei 20-facher VergrolRerung erfolgte. Die Umgebungstemperatur
wurde mit Hilfe einer Thermostat-geregelten Rotlichtlampe konstant auf 37°C
gehalten und mit der angeschlossenen Kamera uber einen Zeitraum von 1 h alle
10 sec ein Bild aufgenommen. Die Auswertung der T-Zell Migration erfolgte durch
manuelles Zelltracking mittels Imaged. Die statistische Analyse der Daten wurde

mittels GraphPad Prism durchgeflhrt.

3.3.5 T-Zell-Polarisierung auf Fibronektin

Far immunhistochemische Untersuchungen der T-Zell-Polarisierung wurden die
Objekttrager (p-Slide VI, uncoated) zunachst mit 20 pg/ml FN in 100 pl PBS
(+Ca®*/+Mg?*) Uber Nacht bei 4°C beschichtet. Danach wurden die Kanile des
Objekttragers dreimal mit 100 ul PBS gewaschen und anschlielend mit 100 ul 2,5 %
BSA/PBS fur 1 h bei 37°C geblockt. AbschlieRend wurde erneut dreimal mit PBS
gewaschen. Die T-Zellen wurden wahrenddessen mit bSMase, C1s und dC+ in 0,5 %
BSA/RPMI inkubiert, anschlieBend fur 1 min bei 8000 rpm abzentrifugiert und in
0,5 % BSA/RPMI mit 100 ng/ml SDF-1a in einer Zellkonzentration von 2 x 10"/ml
resuspendiert. Jeweils 50 ul der Zellsuspension wurden daraufhin in die Kanale des
Objekttragers gegeben und fur 30 min bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden danach
mit 100 pl 4 % Paraformaldehyd (PFA) fur 15 min bei RT fixiert und die Proteine wie

in Abschnitt 3.3.8 beschrieben fur die Immunfluoreszenz gefarbt.
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3.3.6 DC/T-Zell-Konjugate

Far  Immunfluoreszenzfarbungen von  DC/T-Zell-Konjugaten  wurden  die
Kammerobjekttrager (LabTekll™ chamber slides) zunachst fur 10 min mit 150 pl
Poly-L-Lysin (0,01 % in aqua dest.) bei RT inkubiert. Daraufhin wurde der
Objekttrager dreimal mit 150 ul PBS gewaschen und bei RT getrocknet. 5 x 10* LPS-
ausgereifte DCs wurden anschlieend in 10 % RPMI mit je 1 pg/ml SEA und SEB
zum Adharieren in die Kammer gegeben und fur 20-30 min bei 37°C inkubiert. Die
T-Zellen wurden inzwischen mit bSMase inkubiert, danach flir 1 min bei 8000 rpm
abzentrifugiert und in einer Zellkonzentration von 5x10° /ml in 10 % RPMI
resuspendiert. AnschlieBend wurden 50 pl der T-Zell-Suspension zu den DCs
gegeben und die Zellen fur 30 min bei 37°C inkubiert (DC/T-Verhaltnis 1:5). Nach
erfolgter Konjugat-Bildung wurden die Zellen mit dem gleichen Volumen 4 % PFA fur

15 min bei RT fixiert und anschlie®end wie in Abschnitt 3.3.8 beschrieben gefarbt.

3.3.7 T-Zell-Stimulation mit a—CD3/a—-CD28-beschichteten Mikrokligelchen

Fir Immunfarbungen von T-Zellen nach Stimulation mit o—-CD3/a—-CD28-
beschichteten Mikrokugelchen wurden die Objekttrager (p-Slide VI, ibiTreat)
zunachst, wie in Abschnitt 3.3.6 beschrieben, mit Poly-L-Lysin beschichtet und
anschlieRend getrocknet. 1 x 10° T-Zellen/Kanal wurden in einem Endvolumen von
100 pl 10 % RPMI mit a—CD3/a—CD28-beschichteten Mikrokugelchen im Verhaltnis
2:1 stimuliert. Zuvor wurde die T-Zellen fir 30 min in 10 % RPMI mit bSMase bei
37°C inkubiert. Die Mikrokligelchen wurden vor der Zugabe zu den Zellen einmal mit
1 ml PBS gewaschen und anschlielend in 10 % RPMI zu den T-Zellen gegeben,
woraufhin die Stimulation der Zellen fur 30 min bei 37°C erfolgte. Daraufhin wurden
die Zellen in die Kanale des Objekttragers pipettiert und zum Adharieren fur 20-30
min bei 4°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit 100 pl 4 % PFA far 15 min
bei RT fixiert und wie in Abschnitt 3.3.8 fur die Mikroskopie gefarbt.
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3.3.8 Immunfluoreszenzfarbung

Nachdem die Zellen wie in Abschnitt 3.3.5 bis 3.3.7 beschrieben vorbereitet und
fixiert wurden, erfolgte die Immunfarbung der Proteine. Dabei wurde zunachst
Uberschissiges PFA dreimal mit PBS weggewaschen und die Zellen anschliel3end
mit 100 pl bis 150 pl 0.1 % Triton-X-100 fur 5 min auf Eis permeabilisiert. Danach
wurden die Zellen erneut dreimal mit PBS gewaschen und die unspezifischen
Bindungsstellen mit 2,5 % BSA/PBS fur 20 min bei RT geblockt. Anschliefend
wurden die Zellen mit dem jeweiligen Primarantikdrper (verdinnt in 1 % BSA/PBS)
fir 1 h bei 4°C inkubiert. Ungebundener Antikérper wurde durch drei weitere
Waschschritte mit PBS entfernt, woraufhin die Inkubation der Zellen mit dem
entsprechenden, fluoreszenzmarkierten Sekundarantikorper (verdunnt in 1 %
BSA/PBS) flr eine Stunde bei 4°C erfolgte. Die Zellen wurden anschliellend erneut
dreimal mit PBS gewaschen und im Falle einer Doppelfarboung mit Phalloidin
nochmals fur 45 min bei 4°C mit Phalloidin-488 bzw. Phalloidin-594 (jeweils 1:100 in
1 % BSA/PBS) inkubiert. Die Farbungen wurden abschlielfend dreimal mit PBS
gewaschen und einmal mit aqua dest. fur 5 min bei RT inkubiert, um mdgliche PBS-
Kristalle zu entfernen. Daraufhin wurden die Zellen mit Fluoromount eingedeckt und
mikroskopisch analysiert. Im Falle einer Farbung der Zellen mit WGA-FITC, wurden
die Zellen nach der Fixierung zunachst fur 1 h bei 4°C mit WGA-FITC (1:100 in 1 %
BSA/PBS) inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen,

permeabilisiert und die Proteine wie zuvor beschrieben gefarbt.

Die Analyse der Immunfarbungen erfolgte mittels konfokaler Mikroskopie. Die
konfokale Mikroskopie wurde mit Zeiss LSM510 Meta durchgefuhrt (Software Version
3.2 SP2), ausgestattet mit einem Axiovert 200 Mikroskop und einem 63 x OlI-
Immersionsobjektiv (Numerische Aperatur 1.4 Plan Apochromat). Die Anregung der
Fluoreszenzfarbstoffe erfolgte mit den 488 nm- oder 564 nm-Laserkennlinien

(Argon/Helium-Neon-Laser).
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3.3.9 Direkte Markierung von Primarantikdrpern mittels Zenon Labeling Kit

Unmarkierte Antikorper wurden mit Hilfe des Zenon Mouse IgG Labeling Kits direkt
mit dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa 488 gekoppelt. Dafur wurde 1 ug des
Primarantikérpers (monoklonal Maus, Isotyp IgG+1) in 50 ul PBS verdinnt und mit 5 pl
Labeling Reagenz fur 5 min bei RT inkubiert. AnschlieRend wurde der Antikorper
nochmals fur 5 min bei RT mit dem Blocking Reagenz bahandelt. Nach der
Markierung des Antikdrpers wurde dieser innerhalb von 30 min fir die Immunfarbung

eingesetzt.

3.3.10 Transfektion primarer Zellen

Zur Transfektion primarer Zellen wurde das Amaxa Nucleofector® Kit nach dem
empfohlenen Protokoll des Herstellers verwendet. Zur Vorbereitung wurden alle
Lésungen auf Raumtemperatur und das Medium auf 37°C erwarmt. In eine 12-Well-
Platte wurde zudem 1,5 ml 10 % RPMI vorgelegt und die Platte ebenfalls im
Brutschrank erwarmt. 1x10” T-Zellen wurden danach abzentrifugiert (5 min,
1200 rpm, RT), das Medium vollstdndig abgesaugt und die Zellen in 100 pl
Nucleofactor-Lésung resuspendiert. Die zu transfizierende Plasmid-DNA (15 pg)
wurde in ein 1,5 ml-Reaktionsgefall vorgelegt und die Zellen anschliefend mit der
DNA gemischt. Die Zellen wurden daraufhin luftblasenfrei in eine von Amaxa
zertifizierte Klvette Uberfuhrt und die Zellen mit dem Programm U-14 elektroporiert.
Anschlieend wurden 500 ul vorgewarmtes Medium in die Klvette gegeben und die
Zellen mit Hilfe einer Plastikpipette in die Zellkulturplatte Uberfuhrt. 24 h nach
Transfektion wurden die Zellen fur die Experimente eingesetzt und die

Transfektionsrate mittels Durchflusszytometrie (Abschnitt 3.4) bestimmt.
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3.3.11 T-Zell-Proliferation

MLR (mixed lymphocyte reaction)

Bei einer MLR handelt es sich um die Kokultur von APCs und T-Zellen
unterschiedlicher Herkunft. Die prasentierten MHC-Peptid-Komplexe auf der
Oberflache der APC werden von den T-Zellen als fremd erkannt, was zur Aktivierung
und Proliferation der T-Zellen fuhrt. Um das Mal} der T-Zell-Proliferation in einer MLR
zu messen, wurden reife dendritische Zellen verwendet, da sie verstarkt die
kostimulatorischen Molekile CD80 und CD86 exprimieren. Im Einzelnen wurden
2x10* DCs im Verhaltnis 1:10 mit den T-Zellen gemischt und fiir fiinf Tage
kokultiviert. An Tag vier wurde der Kokultur radioaktiv markiertes Thymidin ([3H]
Thymidin, 0,5 uCi/Well) zugesetzt und das Mal der Proliferation an Tag funf tGber
den Einbau an radioaktiv markiertem Thymidin im Szintillationszahler bestimmt. Zur
Analyse der Proliferation von Zellen murinen Ursprungs, wurden die DCs vor der
Kokultur mit PBMCs noch fur 30 min mit je 1 yg/ml SEA und SEB inkuiert, da es sich
bei den Tieren um genetisch identische Tiere handelte und somit die prasentierten

MHC-Peptid-Komplexe nicht als fremd erkannt werden.

T-Zell-Proliferation mittels CD3/CD28-Stimulation

Um das Mal der T-Zell Proliferation nach CD3/CD28-Stimulation zu messen, wurden
zunachst die Wells einer 96-Well-Platte mit 10 ug/ml Ziege-anti-Maus in 100 pul Tris-
HCI (pH 9,0) fur 1 h bei 37°C beschichtet. Die T-Zellen wurden mit bSMase, C4s und
dC+s inkubiert und anschlieRend auf Eis mit 10 uyg/ml a-CD3- und «a-CD28-
Antikorpern inkubiert. Nach der Antikorperbindung wurde Uberschussiger Antikorper
mit 1 ml PBS entfernt und die Zellen in einer Zellkonzentration von 1x10%ml in 10 %
RPMI resuspendiert. Jeweils 200 pl der T-Zell-Suspension wurde anschlieRend in die
Wells der 96-Well-Platte gegeben und fur unterschiedliche Zeitpunkte bei 37°C
inkubiert. 24 h vor der Messung der Zellproliferation wurde ebenfalls radioaktiv

markiertes Thymidin (0,5 pCi/Well) zu der Kokultur gegeben und das Mal} der

53



3 Methoden

Proliferation Uber den Einbau an radioaktiv markiertem Thymidin im

Szintillationszahler bestimmt.

3.4 Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie werden Zellen in einem laminaren Probenstrom einzeln
an einem Laser vorbeigeleitet. Neben GroRe (FSC, forward scatter) und Granularitat
(SSC, sideward scatter) kdnnen auch spezifische Fluoreszenzen und deren Intensitat
gemessen werden, was somit die weitere Charakterisierung der Zellen ermaoglicht.
Dies setzt die Markierung von Zellen mit fluoreszenzgekoppelten Antikérpern voraus,
wobei, je nach Farbung, sowohl Proteine auf der Oberflache der Zellen als auch

intrazellulare Proteine mit den spezifischen Antikorpern detektiert werden konnen.

Samtliche im Folgenden beschriebenen Anwendungen wurden in einem Drei- bzw.
Vierfarben-Durchflusszytometer gemessen (FACScan Calibur™; Becton Dickenson)
und mit Hilfe der CellQuestPro Software ausgewertet. Das Gerat verfugt Gber zwei
Laser (488 nm und 635 nm Anregungswellenlange), mit denen Fluorochrome

verschiedener Wellenlangen detektiert werden konnen.

3.4.1 Oberflachenfarbungen

Fir Oberflaichenfarbungen von Proteinen wurden pro Farbung 5 x 10* bis 1 x 10°
Zellen eingesetzt, die zunachst mit 1 ml FACS-Puffer gewaschen wurden (5 min,
1200 rpm, 4° C). Anschliellend wurden die Zellen in 50 pyl FACS-Puffer mit einer
entsprechenden Antikorperverdinnung resuspendiert und fir 30 min bei 4° C
inkubiert. Im Anschluss daran wurde jede Probe erneut mit 1 ml FACS-Puffer
gewaschen, um Uberschussigen, ungebundenen Antikdrper zu entfernen. Wurden
unmarkierte Primarantikdrper verwendet, folgte eine weitere 30-minutige Inkubation
bei 4° C mit einem fluoreszenzfarbstoffmarkierten Sekundarantikrper. Bei
Mehrfachfarbungen wurde nach einem weiteren Waschschritt mit 1 ml FACS-Puffer
eine Farbung mit einem direktmarkierten monoklonalen Antikorper angeschlossen
(30 min, 4° C). AbschlieBend wurden die Zellen nochmals mit 1 ml FACS-Puffer

gewaschen. Bei einigen Farbungen wurde zur Analyse der Zellvitalitat 7-AAD
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verwendet (0,5 pl/1x10° Zellen). Da tote Zellen den Farbstoff aufnehmen, kann somit
zwischen lebenden und toten Zellen unterschieden werden. Zur Kontrolle des
unspezifischen Hintergrunds sowie zur Uberpriifung der Kompensation wurden

entsprechende Isotyp-, Positiv- und Negativkontrollen durchgefuhrt.

3.4.2 Intrazellulare Farbungen

Fur die Farbung intrazellularer Proteine wurden ebenfalls 5x10* bis 1x10° Zellen
zunachst mit 1 ml FACS-Puffer gewaschen (5 min, 1200 rpm, 4° C) und
anschlielfend mit 200 yl 4 % PFA fur 20 min auf Eis fixiert. Nach einem weiteren
Waschschritt mit 1 ml FACS-Puffer wurden die Zellen in 1 ml Saponinpuffer fir
10 min bei RT permeabilisiert. Nach dem Pelletieren der Zellen wurde der
Saponinpuffer vorsichtig abgesaugt, die Zellen in 50 pl Saponinpuffer mit einer
entsprechenden Antikérperverdinnung resuspendiert und fir 30 min bei RT im
Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurde erneut mit 1 ml Saponinpuffer gewaschen
und unmarkierte Primarantikorper wurden mit einem fluoreszenzfarbstoffmarkierten
Sekundarantikorper detektiert (30 min, RT, dunkel). Nichtgebundener Antikdrper
wurde daraufhin durch einen weiteren Waschschritt mit Saponinpuffer entfernt.
AbschlieBend wurden die Zellen nochmals mit FACS-Puffer gewaschen und im

Durchflusszytometer analysiert.

3.4.3 Quantitative Durchflusszytometrie

Zur direkten Bestimmung der Zellzahl in einer Probe wurden die Zellen in TruCount
Tubes uberfihrt, die eine definierte Anzahl an fluoreszenzmarkierten Mikroklgelchen
enthalten, und anschliellend im Durchflusszytometer gezahlt. Zur Bestimmung der
Zellzahlen wurden verschiedene Regionen definiert (Abbildung 3.5): eine Region
definierte Grélke und Granularitat der Zellen (Region 1), die zweite Region definierte
die Morphologie der Mikroklgelchen. Die Einstellungen des Durchflusszytometers
wurden weiterhin so gewahlt, dass die Messung nach 5000 gemessenen Ereignissen
in der Region 2 abgebrochen wurde. Uber die Anzahl der gemessenen Ereignisse in

der Region 1 (Zellen) und die Zahl der gemessenen Ereignisse in der Region 2
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(Mikrokugelchen) sowie die definierte Anzahl der Mikroklgelchen in der Losung,
konnte die absolute Zahl der Zellen pro Mikroliter nach folgender Formel berechnet

werden:

Zellzahl/pl = Anzahl der Ereignisse in R1 X Anzahl der Mikrokigelchen
Anzahl der Ereignisse in R2 Gesamtvolumen

Formel 3.5: Berechnung der absoluten Zellzahl pro Mikroliter.
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Abbildung 3.4: Quantitative Durchflusszytometrie. Dargestellt sind die flir die Berechnung der
Zellzahl definierten Regionen. Die fluoreszierenden Mikroklgelchen kénnen im FSC/SSC-Plot und im
FL1-H/FL2-H-Plot klar definiert werden.

3.4.4 Messung von DC/T-Zell-Konjugaten im Durchflusszytometer

Um die Anzahl gebildeter DC/T-Zell-Konjugate quantitativ im Durchflusszytometer zu
bestimmen, wurden DCs wund T-Zellen zunachst mit unterschiedlichen,
fluoreszierenden Farbstoffen markiert. Die DCs wurden mit 10 yM R18 (stock:
10 mM in Ethanol) in 10 % RPMI fur 15 min bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden
die Zellen dreimal mit 10 % RPMI gewaschen und in einer Zellkonzentration von
1 x 10%/ml in 10 % RPMI resuspendiert. Die T-Zellen wurden wihrenddessen einmal
mit PBS/5 % FKS gewaschen und in einer Zellkonzentration von 5x10° bis 1x10"/ml
in PBS/5 % FKS aufgenommen. Der CSFE-Farbstoff (stock: 5 mM in DMSO) wurde

1:2000 in PBS verdinnt und die T-Zellen anschlieRend mit dem gleichen Volumen an
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CSFE-Lésung gemischt. Danach wurden die Zellen fir 5 min bei RT inkubiert,
anschlielfend dreimal mit dem 10-fachen Volumen an PBS/5 % FKS gewaschen
(5 min, 1200 rpm, RT) und in einer Zellkonzentration von 1x107/ml in 10 % RPMI
resuspendiert. Zur Konjugat-Bildung wurden 100 pl der DC-Suspension in FACS-
Roéhrchen Uberfihrt und anschlieBend 50 pl der T-Zell-Suspension hinzugegeben.
Bei allogenen Reaktionen erfolgte die Konjugat-Bildung ohne die Zugabe von
Superantigen. Bei autologen Reaktionen wurden die DCs zuvor mit je 1 uyg/ml SEA
und SEB in 10 % RPMI far 20-30 min bei 37°C inkubiert. Die Konjugat-Bildung
erfolgte fir 30 min bei 37°C (Wasserbad). Daraufhin wurden die Zellen mit dem
gleichen Volumen an 4 % PFA fur 15 min bei RT fixiert. AnschlieRend wurden die
Zellen mit 1 ml FACS-Puffer gewaschen (3min, 300rpm, 4°C), der Uberstand
vorsichtig abgesaugt und die Konjugate leicht mit einer abgeschnittenen blauen
Spitze resuspendiert. Daraufhin erfolgte die Analyse der Konjugat-Menge im
Durchflusszytometer. Die Einstellungen wurden so gewahlt, dass 1x10* DCs gezahlt
wurden. Die Menge an gebildeten Konjugaten wurde anhand der Prozentzahl doppelt

positiver Zellen in der DC-Population bestimmt.
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Abb. 3.5: Analyse von DC/T-Zell-Konjugaten im Durchflusszytometer. Der CSFE/R18-Plot zeigt
die doppelt positiven Zellen innerhalb der DC-Population (Region 1).
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3.4.5 Messung des Calcium-Influx

Zur Messung des Calcium-Einstroms in T-Zellen wurden diese mit dem
Calciumindikator Fluo-4 markiert. Bei einem Anstieg der intrazellularen Calcium-
Konzentration steigt auch die Intensitat des Farbstoffs an. Fir die Farbung der Zellen
mit Fluo-4 wurden die T-Zellen zunachst einmal mit 10 mM Hepes/HANKS
(-Ca*/-Mg?*) pH 7,5 gewaschen und in einer Zellkonzentration von 5x10%/ml in
10 mM Hepes/HANKS (-Ca®*/-Mg®*) resuspendiert. Nach der Zugabe von 1 l
Fluo-4/ml (stock: 1 mM in DMSO) wurde die Zellsuspension fur 30 min bei 37°C
inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen einmal mit PBS (-Ca**/-Mg?*) gewaschen, in
10 mM Hepes/HANKS resuspendiert (Zellkonzentration: 5x106/ml) und erneut fur
30 min bei 37°C inkubiert. Im Anschluss an die Markierung der Zellen mit Fluo-4
wurden diese mit unterschiedlichen Konzentrationen bSMase inkubiert, danach
einmal mit 10 % RPMI gewaschen und in einer Zellkonzentration von 1x107/ml in
10 % RPMI resuspendiert. 1x10° DCs in 100 ul 10 % RPMI wurden im Folgenden mit
50 ul T-Zellen gemischt und die Konjugatbildung fur 30 min bei 37°C durchgefuhrt.
Die Messung der Fluo-4-positiven Konjugate wurde anschlieRend, wie in Abschnitt

3.4.4 beschrieben, im Durchflusszytometer durchgefihrt.

Um den Calcium-Einstrom infolge der Stimulation mit DCs Uber die Zeit zu
bestimmen, wurden die T-Zellen, wie zuvor beschrieben, mit Fluo-4 markiert und die
Fluo-4-Intensitat nach unterschiedlichen Zeitpunkten in einem Fluoreszenzreader
bestimmt. Dafur wurde eine 96-Well-Platte mit Poly-L-Lysin (0,01 % in aqua dest.) fir
10 min bei RT beschichtet. Anschlielend wurden die Wells dreimal mit PBS
gewaschen und bei RT getrocknet. 1x10° reife DCs wurden im Folgenden in 100 pl
10 % RPMI in die Wells gegeben und mit je 5x10° T-Zellen (in 100 pl 10 % RPMI)
gemischt. Die Platte wurde daraufhin flr 3 min bei 300 g und RT zentrifugiert und die
Messung der Fluo-4-Intensitat uber einen Zeitraum von 60 min durchgefuhrt. Dabei
wurden die Einstellungen so gewahlt, dass alle 2 Minuten die Fluoreszenzintensitat
jedes Wells bestimmt wurde. Die Messungen wurden jeweils im Dreifachansatz
durchgefihrt. Zur Bestimmung des Basisniveaus dienten Fluo-4-markierte T-Zellen,

die nicht mit DCs kokultiviert wurden.
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3.5 Proteinbiochemische Methoden

3.5.1 Analyse von phosphorylierten Proteinen

Um den Phosphorylierungsstatus von Akt zu untersuchen wurden die T-Zellen
zunachst fur mindestens 2 h in 0,5 % BSA/RPMI bei 37°C inkubiert. Gleichzeitig
wurden ein Teil der Zellen mit bSMase, Cis oder dC4s inkubiert. Anschlielend
wurden jeweils 1x10” Zellen fiir unterschiedliche Zeitpunkte mit SDF-1a (100 ng/ml)
oder a-CD3 und a-CD28-Antikdrpern stimuliert. Die Stimulation der Zellen mit
SDF-1a erfolgte in Suspension, wohingegen die Stimulation von CD3 und CD28 in
einer 12-Well-Platte erfolgte. Daflir wurden die Wells der Platte zunachst mit Ziege-
anti-Maus-Antikorper (10 pg/ml in Tris-HCL, pH 9,0) fur 1 h bei 37°C beschichtet und
anschlieBend 3 x mit PBS gewaschen. Die T-Zellen wurden wahrenddessen fur
20 min auf Eis mit je 10 pg/ml o-CD3- und o-CD28-Antikdrpern inkubiert.
Nichtgebundener Antikorper wurde anschlieBend durch einen Waschschritt mit PBS
entfernt (1 min, 8000 rpm, 4°C) entfernt und die Zellen im Folgenden fur
unterschiedliche Zeitpunkte in der Platte bei 37°C stimuliert (500 pl Zellen/Well). Die
Stimulation wurde durch die Zugabe von 1 ml kaltem PBS auf Eis gestoppt und die
Zellen mit einem Zellschaber von der Platte abgelost. Nach zwei weiteren
Waschschritten mit jeweils 1 ml kaltem PBS (1 min, 8000 rpm, 4°C) wurden die
Zellen in 100 ul Lyse-Puffer fir 15 min auf Eis lysiert. Der Zelldebris wurde im
Anschluss durch erneute Zentrifugation (5 min, 13000 rpm, 4°C) entfernt und der
Uberstand in ein neues Reaktionsgefal tberfiihrt. Die Proteinmenge des Uberstands
wurde wie in Abschnitt 3.5.2 beschriecben bestimmt und die Menge an
phosphorylierten Proteinen im Western Blot (Abschnitt 3.5.3 und 3.5.4) analysiert.
Bei der Stimulation der T-Zellen mit SDF-1a wurden diese ebenfalls fir
unterschiedliche Zeitpunkte mit 100 ng/ml SDF-1a bei 37°C inkubiert. Anschlie3end
wurden die Zellen abzentrifugiert (1 min, 8000 rpm, 4°C), wie zuvor beschrieben auf

Eis lysiert und die Phosphorylierung der Proteine im Western Blot analysiert.

Zur Analyse des Phosphorylierungsstatus von ERM-Proteinen nach Induktion von
Ceramiden wurden die Zellen wie zuvor beschrieben mit bSMase und Cs inkubiert,
anschlie3end lysiert und die Menge an phosphorylierten ERM-Proteinen im Western

Blot detektiert.
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3.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration wurde mittels BCA (Bicinchoninic Acid)-Test bestimmt.
Dafur wurde zunachst Kupfer(ll)Sulfat 1:50 in BCA verdunnt. 995 ul der Verdinnung
wurden anschlieBend mit 5 pl der zu messenden Probe bzw. des Proteinstandards
(1 mg/ml BSA) versetzt und die Proben fur 15 min bei 60°C in den Heizblock gestellt.
Proteine bilden in alkalischer Lésung mit Cu®*-lonen einen Komplex, wobei die Cu**-
lonen zu Cu'-lonen reduziert werden, die mit Bicinchonininsédure einen violetten
Farbkomplex bilden. Die Proben wurden daraufhin in Klvetten Uberfuhrt und der

Proteingehalt im Photometer bei einer Wellenlange von 562 nm bestimmt.

3.5.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Far die Auftrennung der Proteine wurde ein 12 %-iges Trenngel benutzt. Die
Lésungen fur das Trenngel wurden gemischt und sofort in eine vorbereitete SDS-

Gelelektrophoresekammer gefullt.

Zusammensetzung Trenngel

1,5 M Tris/HCL pH 8,7 8 ml
Wasser 10,8 ml

Acrylamid-4K-Loésung (30%) 12,8 mi

20 % SDS 160 pl
10 % APS 280 pl
TEMED 10 pl

Nach der Polymerisierung wurde das Trenngel mit dem Sammelgel Uberschichtet
und ein Kamm fur die Probentaschen eingefugt. Das Sammelgel wurde wie folgt

zusammengesetzt:
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Zusammensetzung Sammelgel

1,5 M Tris/HCL pH 8,7 1,25 ml
Wasser 6 ml

Acrylamid-4K-Losung (30%) 1,3 ml

20 % SDS 50 pl
10 % APS 100
TEMED 10 pl

Die Gelelektrophoresekammer wurde mit 1 x Proteingelpuffer gefullt und der Kamm
entfernt. Die Proteinproben wurden mit einer geeigneten Menge 6 x SDS-
Gelladepuffer versetzt, 5 min bei 100°C denaturiert, auf Eis abgekuhlt und in die
Taschen des polymerisierten Gels aufgetragen. Pro Spur wurden zwischen 30 ug
und 40 pg Protein aufgetragen. Zum Abschatzen des Molekulargewichtes der zu
untersuchenden Proteine wurde zusatzlich 10 yl eines Proteinstandards aufgetragen.

Die Proteintrennung erfolgte Uber Nacht bei 7 mA.

3.5.4 Western Blot

Im Anschluss an die SDS-PAGE wurden die Proteine mittels Elektroblot auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Die Membran und das Whatman-Papier wurden
auf die GroRe des Gels zurechtgeschnitten. Die Nitrozellulosemembran wurde fur
crca 10 min in 30 mM Anodenpuffer eingeweicht und das SDS-Gel in
Kathodenpuffer aquilibriert. Die Blotkammer wurde daraufhin wie folgt aufgebaut

(beginnend bei der Kathodenplatte):
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1. 2 x Whatman-Papier getrankt in Kathodenpuffer

2. SDS-Gel

3. Nitrozellulosemembran

4. 2 x Whatman-Papier getrankt in 30 mM Anodenpuffer
5. 2 x Whatman-Papier getrankt in 300 mM Anodenpuffer

Die Proteine wurden fur 1 h bei 110 mA auf die Nitrozellulosemembran transferiert.
Nach dem Transfer wurde die Nitrozellulosemembran einmal mit PBS gewaschen
und anschlief3end fur 1 h bei RT in 5% Milchpuffer geblockt. Daraufhin erfolgte die
Inkubation der Membran mit dem Primarantikorper (verdinnt in 5 % BSA/PBS oder
5 % Milchpuffer) fir 1 h bei RT oder Uber Nacht bei 4°C. Danach wurde die Membran
dreimal fur mind. 5 min bei RT mit Waschpuffer gewaschen und anschlieRend mit
dem Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikérper (verdinnt in 5 % Milchpuffer) far
1 Stunde bei RT inkubiert. AbschlieRend wurde erneut dreimal fir mind. 5 min mit
Waschpuffer gewaschen, woraufhin die Membran fur 1 min bei RT mit der ECL-
Substratlésung inkubiert wurde. Durch die Umsetzung des Substrates werden durch
die Peroxidase Chemilumineszenzsignale erzeugt, welche durch Exposition eines
Rontgenfilms und anschlieRender Entwicklung des Films sichtbar gemacht wurden.

Die quantitative Auswertung des Films erfolgte mit der AIDA-Software von Raytest.

3.6 Tierexperimentelle Methoden

3.6.1 Maussektion der Tiere

Fur die Herstellung einer Einzelzellsuspension diverser Organe wurden die Tiere
direkt durch zervikale Dislokation (Genickbruch) getdtet. Nach anschlieRender
Fixierung in Rickenlage, wurde die Bauchhdhle entlang der Linea alba gedéffnet und
Entlastungsschnitte an der seitlichen Brustwand sowie vor den Hinterbeinen gesetzt.
Danach wurden die Organe freiprapariert und bis zur weiteren Verarbeitung in PBS
gelagert. Zur spateren lIsolierung von Knochenmarkzellen wurden zudem die
Hinterbeine bis zum Huftgelenk komplett freiprapariert und ebenfalls bis zur weiteren

Verarbeitung in PBS gelagert.
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3.6.2 Herstellung einer Milzzellsuspension

Zur Herstellung einer Milzzellsuspension wurde die Milz in 10 ml PBS durch ein
steriles Stahlsieb gerieben. Das Stahlsieb wurde anschlieend nochmals mit 10 ml
PBS gesplult. Die Einzelzellsuspension wurde in ein 50 ml-Réhrchen utberfluhrt und
fur 10 min bei 400 g und 4°C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde anschlie3end in
1-2 ml Erythrozyten-Lysepuffer resuspendiert und fur ca. 5 min inkubiert. Daraufhin
wurden die Zellen dreimal mit 10 % RPMI gewaschen (1200 rpm, 5 min, RT) und

anschlieRend in einer Zellkonzentration von 5x10%/ml in 10 % RPMI aufgenommen.

3.6.3 Isolierung muriner Knochenmarkzellen

Zur Isolierung der Knochenmarkzellen wurden Oberschenkelknochen und
Schienbein an den Gelenkenden gedffnet und das Knochenmark mit ca. 10 ml PBS
unter sterilen Bedingungen herausgespult. Danach wurde die Zellsuspension flr
10 min bei 400 g und 4°C zentrifugiert. Anschliellend wurden die Zellen in einer
Zellkonzentration von 3x10%/ml in 10 % RPMI resuspendiert und in Bakterienplatten
ausgesat. Zur Generierung von DCs wurde dem Medium murines GM-CSF
hinzugefiigt, welches aus dem Uberstand von transfizierten Myelomzellen (Ag8653)
gewonnen wurde (1ml GM-CSF-Uberstand/10 ml Medium) (Zal et al, 1994). Das
Medium wurde alle 3 Tage erneuert und die Zellen mit frischem GM-CSF versehen.
Nach 10 Tagen der Kultur zeigten etwa 90 % der Zellen den Phanotyp dendritischer
Zellen (Abbildung 3.5). Um reife murine DCs zu erhalten wurde dem Medium ab Tag
10 der Kultur 100 ng/ml LPS hinzugefugt und die Zellen fir weitere 24 h bei 37°C
inkubiert.
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Abbildung 3.6: Durchflusszytometrische Analyse der Zellpopulation. Nach der 10-tagigen Kultur
von murinen Knochenmarkszellen mit GM-CSF konnten etwa 90 % CD11c-positive Zellen in der
Kultur detektiert werden (schwarz gefiilites Histogramm: Isotyp, grau gefiilltes Histogramm: CD11c).
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4.1 Akkumulation von Ceramiden in vitro

Um den Einfluss von Ceramiden auf verschiedene zelluldre Prozesse in vitro zu
untersuchen, wurden in dieser Arbeit langkettige Ceramide (Cis) bzw. bSMase
verwendet. bSMase hydrolysiert bei neutralem pH-Wert SM zu Ceramid und
Phosphocholin, wodurch die Inkubation von Zellen mit bSMase in einer Anreicherung
von Ceramiden auf der Zelloberflache resultiert. Um zu Uberprufen, Gber welchen
Zeitraum die generierten Ceramide auf der Zelloberflache detektiert werden konnen,
wurden T-Zellen fur 30 min mit unterschiedlichen bSMase-Konzentrationen
(12,5 mU/mI-50 mU/ml) inkubiert, anschlieRend dreimal mit PBS gewaschen und fur
15 min, 30 min bzw. 60 min bei 37°C kultiviert. Die Zellen wurden daraufhin mit PFA
(Endkonzentration 1 %) fur 20 min auf Eis fixiert und die Ceramide fur die
durchflusszytometrische Analyse mit einem ceramidspezifischen Antikorper
angefarbt. Die Inkubation der Zellen mit dem Primarantikorper erfolgte in FACS-
Puffer fur 1 h bei 37°C, woraufhin sich die Inkubation mit dem fluoreszenzmarkierten

Sekundarantikérper flr 30 min bei 4°C anschloss.

Wie in der Abbildung 4.1 dargestellt ist, fuhrt die Inkubation von T-Zellen mit
bSMase, unabhangig von der verwendeten Konzentration, zu einem deutlichen
Anstieg der Ceramidmenge auf der Oberflache der Zellen. Dargestellt sind die MFI-
Werte (mean fluorescence intensity), die fur Kontroll- bzw. bSMase-behandelte
Zellen ermittelt wurden. Die detektierte Menge an Ceramiden nimmt Uber die Zeit
wieder ab, 1 h nachdem die Zellen mit bSMase inkubiert wurden ist das Basisniveau

wieder annahernd hergestellt.
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Abbildung 4.1: Durchflusszytometrische Analyse der Ceramidmenge auf T-Zellen nach
Inkubation mit bSMase. T-Zellen wurden mit unterschiedlichen bSMase-Konzentrationen fir 30 min
bei 37°C inkubiert, anschlieRend dreimal mit PBS gewaschen und fir die angegebenen Zeitpunkte bei
37°C kultiviert. Daraufhin wurden die Zellen fixiert und die Ceramidmenge auf der Oberflache der

Zellen

im Durchflusszytometer bestimmt (offenes Histogramm:
Ceramide).

Isotyp, gefiilites Histogramm:

Da Ceramide die Apoptose von Zellen induzieren kénnen, wurde darliber hinaus die

Vitalitdt der Zellen nach Inkubation mit bSMase bzw. C4s oder dCis (biologisch

inaktives Dihydroceramid)

mittels 7-AAD-Farbungen

im  Durchflusszytometer

analysiert. In Abbildung 4.2 ist gezeigt, dass der prozentuale Anteil 7-AAD-negativer
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Zellen nach Inkubation mit bSMase, C1s bzw. dC4s im Vergleich zur Kontrolle nicht
verandert ist. Basierend auf diesen Daten wurden fur die in dieser Arbeit
durchgefuhrten Experimente bSMase-Konzentration bis zu 50 mU/ml verwendet. Cqg

bzw. dC+s wurden in einer Konzentration von 50 yuM dem Medium hinzugefugt.
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Abbildung 4.2: Die Inkubation von T-Zellen mit bSMase oder langkettigen Ceramiden
beeinflusst nicht deren Vitalitat. T-Zellen wurden mit bSMase, C4s oder dC4g flr 30 min bzw. 2 h
inkubiert, einmal mit FACS-Puffer gewaschen und nach Zugabe von 7-AAD im Durchflusszytometer
analysiert. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert aus drei unabhangigen Experimenten.

4.2 Einfluss von Ceramiden auf die T-Zell-Polarisierung

Bereits in vorherigen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass der durch MV
induzierte Verlust der T-Zell-Polarisierung auf die Aktivierung von ASM und NSM
zuruckzufuhren ist (Gassert et al, 2009). Da die Aktivierung von ASM und NSM zur
Generierung ceramidreicher Membranplattformen fuhrt, wurde im Folgenden der
generelle Einfluss von Ceramiden auf die T-Zell-Polarisierung untersucht. Dafur
wurden T-Zellen zunachst mit bSMase bzw. C4s oder dCis inkubiert und
anschlieBend in 0,5 % BSA/RPMI mit 100 ng/ml SDF-1a auf Fibronektin (FN)-
beschichtete Objekttrager gegeben. Nach 30 min bei 37°C wurden die Zellen fixiert
und die Lokalisation von CD43 mikroskopisch analysiert. Wie anhand der Kontroll-
Kulturen in Abbildung 4.3 (A) zu sehen ist, fuhrt die Stimulation mit SDF-1a. zur
morphologischen Polarisierung der Zellen, welche durch ein aktinreiches leading
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edge und die Akkumulation von CD43 im Uropod der Zelle gekennzeichnet ist. Die
Inkubation der Zellen mit bSMase bzw. Cis fuhrte hingegen zu einer drastischen
Veranderung der Zellmorphologie. Wie die Quantifizierung in Abbildung 4.3 (B) zeigt,
ist die morphologische Polarisierung der Zellen auf FN nach Akkumulation von
Ceramiden im Vergleich zur Kontrolle um etwa 60 % reduziert. C1¢- bzw. bSMase-
behandelte Zellen zeigten einen eher runden Phanotyp, der weder ein klar
erkennbares leading edge, noch die Ausbildung eines Uropods aufweist. Neben der
veranderten Zellmorphologie ist zudem eine gleichmalige Verteilung von CD43 zu
beobachten. Somit ist nach exogener Akkumulation von Ceramiden die
chemokininduzierte Reorganisation des Zytoskeletts und die damit verbundene

Polarisierung von T-Zellen gestort.

Kontrolle bSMase Cie dCis

CD43
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Abbildung 4.3: Ceramide interferieren mit der T-Zell-Polarisierung auf FN. (A) T-Zellen wurden
mit bSMase, C46 oder dC4s behandelt, in 0,5 % BSA/RPMI mit 100 ng/ml SDF-1a resuspendiert und
anschlieRend auf FN-beschichtetet Objekttrager gegeben. Nach 30 min bei 37°C wurden die Zellen
fixiert, permeabilisiert und CD43 angefarbt (GréRenmarker: 5 ym). (B) Quantifizierung der T-Zell-
Polarisierung. Fur die Quantifizierung wurden pro Ansatz jeweils 100 Zellen betrachtet. Dargestellt ist
der Mittelwert aus drei unabhéngigen Experimenten.

4.3 Ceramide beeintrachtigen die Adharenz von T-Zellen an Fibronektin und
ICAM-1

Wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, sind T-Zellen nach Akkumulation von
Ceramiden nur eingeschrankt in der Lage einen polarisierten Phanotyp auf FN
auszubilden. Die unvollstandige Reorganisation des Aktinzytoskeletts konnte
demnach auch eine verminderte Adharenz von T-Zellen an dieses Substrat zur Folge
haben. Die Bindung von Zellen an Komponenten der extrazellularen Matrix wird
durch B1-Integrine vermittelt. p2-Integrine, wie LFA-1, sind hingegen fur die
Stabilisierung von Zell-Zell-Interaktionen von Bedeutung. LFA-1 interagiert mit
ICAM-1, weshalb im Folgenden der Einfluss von Ceramiden auf die Adharenz der
Zellen an FN bzw. ICAM-1 untersucht wurde. Zur Bestimmung der Adharenz an das
jeweilige Substrat wurden die T-Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Calcein gefarbt
und anschlieRend mit bSMase, Cqs bzw. dC4s inkubiert. Die Aktivierung der Integrine
erfolgte durch Zugabe von Mn* oder Stimulation der Zellen mit CD3/CD28-

spezifischen Antikdrpern. Im Anschluss an die Integrinaktivierung wurden die Zellen
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in die Napfe einer mit FN bzw. ICAM-1/Fc beschichteten 96-Loch-Platte gegeben
und fur unterschiedliche Zeitpunkte bei 37°C inkubiert. Nicht-adharente Zellen
wurden anschliellend durch mehrmaliges Waschen entfernt und der Prozentsatz
adharenter Zellen durch Messung der Fluoreszenzintensitat bei 520 nm bestimmt.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.4 (A) und 4.5 (A) dargestellt.
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Abbildung 4.4: Verminderte Adhé&renz von T-Zellen an FN nach Akkumulation von Ceramiden.
(A) T-Zellen wurden mit Calcein gefarbt, anschlieBend mit bSMase, C4s bzw. dC4¢ behandelt und die
Integrine durch MnCl, aktiviert. Im Folgenden wurden die Zellen in die Napfe einer FN-beschichteten
96-Loch-Platte gegeben und die Adharenz an FN nach unterschiedlichen Zeitpunkten bestimmt. Nicht-
adharente Zellen wurden durch mehrmaliges Waschen entfernt und der Prozentsatz adharenter Zellen
mittels Fluoreszenzmessung bei 520 nm ermittelt. Dargestellt ist das Ergebnis aus 3 unabhangigen
Experimenten. Die Adharenz unbehandelter bzw. dC4s-behandelter Zellen wurde gleich 100 % gesetzt
(gestrichelte Linie). (B) T-Zellen wurden im Anschluss an die Inkubation mit bSMase, C1s bzw. dCg
einmal mit FACS-Puffer gewaschen, fixiert und die p1-Integrine mit einem o-CD29-Antikérper
angefarbt. Die Oberflachenexpression der B1-Integrine wurde nachfolgend im Durchflusszytometer
analysiert. Dargestellt sind reprasentative MFI-Werte eines aus drei unabhangigen Experimenten
(schwarz gefllltes Histogramm: Isotyp, grau gefiilltes Histogramm: CD29).
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Wie in Abbildung 4.4 (A) zu sehen ist, wurde nach bSMase-Behandlung fir alle
Zeitpunkte eine um 40 % reduzierte Adharenz der Zellen an FN detektiert. Die
Inkubation der Zellen mit Cq¢ fuhrte ebenfalls zu einer verminderten Bindung der
T-Zellen an FN. Dieser Effekt ist jedoch nur nach 10 min und 20 min deutlich
ausgepragt. Nach 40 min wurde nur noch eine um etwa 20 % verringerte Adharenz
an FN ermittelt. Neben der Bindung an FN ist zudem die Adharenz der Zellen an
ICAM-1/Fc nach Generierung von Ceramiden durch bSMase um etwa 50 % reduziert
(Abbildung 4.5 (A)). Um zu untersuchen, ob die verminderte Adharenz
ceramidmodifizierter Zellen auf eine veranderte Oberflachenexpression von p1-
Integrinen bzw. LFA-1 zuruckzufuhren ist, wurde die Expression von B1-Integrinen
und LFA-1 im Durchflusszytometer analysiert. Die in Abbildung 4.4 (B) und 4.5 (B)
dargestellten MFI-Werte zeigen, dass die Expression von pB1-Integrinen bzw. LFA-1
nach Inkubation mit bSMase oder C1s gegenuber den Kontrollzellen nicht verandert
ist. Somit beeinflusst die Akkumulation von Ceramiden neben der T-Zell-
Polarisierung auch die f1- und p2-Integrin-abhangige Adharenz von T-Zellen an FN
bzw. ICAM-1, die Oberflachenexpression von B1-Integrinen bzw. LFA-1 ist infolge der

Akkumulation von Ceramiden jedoch nicht verandert.
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Abbildung 4.5: Adharenz von T-Zellen an ICAM-1/Fc. (A) T-Zellen wurden mit Calcein gefarbt,
anschlieBend mit bSMase behandelt und die Integrine durch CD3/CD28-Stimulation aktiviert. Die
Adhédrenz an ICAM-1/Fc wurde nach 30 min bei 37°C mittels Fluoreszenzmessung bei 520 nm
bestimmt. Dargestellt ist das Resultat aus drei unabhangigen Experimenten. Die Adharenz
unbehandelter Zellen wurde gleich 100 % gesetzt. (B) T-Zellen wurden mit bSMase behandelt, fixiert
und die Oberflachenexpression von LFA-1 im Durchflusszytometer analysiert. Dargestellt sind
reprasentative MFI-Werte eines aus drei unabhangigen Experimenten (schwarz gefiilltes Histogramm:
Isotyp, grau gefllltes Histogramm: LFA-1).

4.4 Analyse der T-Zell-Chemotaxis

4.4.1 Untersuchungen zur T-Zell-Chemotaxis nach Akkumulation von

Ceramiden

Die Ausbildung eines polarisierten Phanotyps ist eine entscheidende Voraussetzung
fur die gerichtete Bewegung von T-Zellen. Da die Akkumulation von Ceramiden mit
der chemokininduzierten Polarisierung von T-Zellen interferiert, wurde nachfolgend
untersucht, ob Ceramide zudem die Bewegung von T-Zellen in Richtung eines
Chemokingradienten beeinflussen. Um dies zu analysieren wurde ein
Polycarbonatfilter (Porengréf3e: 5 um) verwendet, der die Napfe einer Zellkulturplatte
in ein oberes und unteres Kompartiment trennt. In das untere Kompartiment wurde
das Migrationsmedium (0,5 % BSA/RPMI mit 1 ug/ml SDF-1a) vorgelegt, die Zellen
wurden anschlieRend in das obere Kompartiment gegeben. Nach einer
Inkubationszeit von 3 h bei 37°C wurde dann die Zellzahl im unteren Kompartiment

mittels quantitativer Durchflusszytometrie bestimmt.
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Abbildung 4.6: T-Zell-Chemotaxis nach Induktion von Ceramiden in Antwort auf SDF-la:
T-Zellen wurden mit unterschiedlichen bSMase-Konzentrationen behandelt und in das obere
Kompartiment eines Filtersytems eingesetzt. In das untere Kompartiment wurde das
Migrationsmedium (0,5 % BSA/RPMI mit 1 pyg/ml SDF-1a) vorgelegt und nach 3 h der Prozentsatz
migrierter Zellen mittels quantitativer Durchflusszytometrie bestimmt. Als Negativkontrolle wurden
Zellen in ein Filtersystem ohne Chemokin eingesetzt. Dargestellt ist das Ergebnis eines von drei
unabhangigen Experimenten.

Wie in der Abbildung 4.6 dargestellt ist, fuhrt die Generierung von Ceramiden durch
bSMase zu einer verminderten Migration der T-Zellen in Richtung von SDF-1a.
Dieser Effekt korreliert dabei mit der verwendeten bSMase-Dosis, wobei eine
bSMase-Konzentration von 12,5 mU/ml die T-Zell-Chemotaxis im Durchschnitt um
40 % reduzierte (Abbildung 4.7). Die Inkubation der Zellen mit Cqs fuhrte
gleichermallen zu einer Reduktion der T-Zell-Chemotaxis um etwa 50 %. In
Ubereinstimmung mit dem Unvermogen der Zellen nach Akkumulation von
Ceramiden einen polarisierten Phanotyp auszubilden beeinflussen Ceramide zudem
die gerichtete Bewegung der Zellen in Antwort auf SDF-1a. Somit wird durch die
Akkumulation von Ceramiden eine entscheidende Fahigkeit von T-Zellen gestort, da
die chemotaktische Bewegung der Zellen fir deren Zirkulation in sekundare

lymphatische Organe sowie die Auswanderung in periphere Gewebe essentiell ist.
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Abbildung 4.7: T-Zell-Chemotaxis in Antwort auf SDF-1a. T-Zellen wurden mit bSMase, C¢ oder
dC4s behandelt und anschlieBend in das obere Kompartiment eines Filtersystems eingesetzt. In das
untere Kompartiment wurde das Migrationsmedium (0,5 % BSA/RPMI mit 1 pg/ml SDF-1a) vorgelegt
und die Anzahl migrierter Zellen nach 3 h mittels quantitativer Durchflusszytometrie bestimmt. Als
Negativkontrolle wurden Zellen in ein Filtersystem ohne Chemokin eingesetzt. Dargestellt ist das
Ergebnis von 3 unabhangigen Experimenten. Der Prozentsatz migrierter Kontrollzellen wurde gleich
100 % gesetzt.

4.4.2 Analyse der T-Zell-Chemotaxis nach MV-Kontakt

Wie bereits zuvor beschrieben fuhrt der Kontakt von T-Zellen mit MV zu einer
Aktivierung von SMasen und der anschlieenden Akkumulation von Ceramiden auf
der Zelloberflache. Daher wurde nachfolgend untersucht, ob die MV-induzierte
Generierung von Ceramiden ebenfalls die chemotaktische Bewegung der Zellen
beeinflusst. Um dies zu analysieren, wurden die T-Zellen mit einer Virus- (MOI 1)
bzw. Mockpraparation fur 2 h bei 4°C in Anwesenheit eines fusionsinhibitorischen
Peptids (FIP, Endkonzentration: 200 uM) inkubiert und anschlieRend in das obere
Kompartiment des Filtersystems eingesetzt. In das untere Kompartiment wurde
wiederum das Migrationsmedium (0,5 % BSA/RPMI mit 1 pg/ml SDF-1a) vorgelegt
und die Anzahl migrierter Zellen nach 3 h bei 37°C mittels quantitativer
Durchflusszytometrie bestimmt. Ein Teil der Zellen wurde zudem mit dem ASM-
Inhibitor Amitriptilyne (10 uM) fur 2 h bei 37°C vorbehandelt, um den Einfluss der
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ASM-Aktivierung nach MV-Kontakt auf die T-Zell-Chemotaxis zu untersuchen. Wie in
der Abbildung 4.8 zu sehen ist, war der prozentuale Anteil Virus- und Mock-
behandelter Zellen, die in Richtung des Chemokingradienten gewandert sind, in etwa
gleich. Im Gegensatz zu dem in Abschnitt 4.4.1 beschrieben Ergebnis scheint die
Ceramid-Induktion durch MV-Kontakt die T-Zell-Chemotaxis nicht zu beeinflussen.
Gleichermallen fuhrte auch die Inhibierung der ASM-Aktivitat zu keiner veranderten
T-Zell-Migration in Antwort auf SDF-1a, da auch nach Inkubation der Zellen mit
Amitriptilyne annahernd identische Zellzahlen im unteren Kompartiment detektiert

wurden.
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Abbildung 4.8: T-Zell-Chemotaxis nach MV-Kontakt in Antwort auf SDF-1a. T-Zellen wurden mit
einer Virus- bzw. Mockpraparation fir 2 h bei 4°C in Anwesenheit von FIP (200 uM) behandelt und
anschlielend in das obere Kompartiment eines Filtersystems eingesetzt. In das untere Kompartiment
wurde das Migrationsmedium (0,5 % BSA/RPMI mit 1 pg/ml SDF-1a) vorgelegt und nach 3 h bei 37°C
die Anzahl migrierter Zellen mittels quantitativer Durchflusszytometrie bestimmt. Ein Teil der Zellen
wurde zudem mit Amitriptilyne (10 uM) fur 2 h bei 37°C vorbehandelt und anschlieend mit der Virus-
bzw. Mockpraparation inkubiert. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei unabhangigen Experimenten.
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4.5 Untersuchungen zur DC-Chemotaxis nach Inkubation mit bSMase

Far die Funktion von DCs ist die Fahigkeit auf einen Chemokingradienten zu
reagieren von  entscheidender Bedeutung. Man  unterscheidet zwei
Aktivierungsstadien von DCs: unreife DCs in der Peripherie nehmen Fremdantigene
auf, woraufhin ein Reifungsprozess einsetzt, der zu einem veranderten
Expressionsprofil verschiedener Molekule auf der Oberflache der Zellen fuhrt. Unter
anderem wird dabei die Expression des Chemokinrezeptors CCR7 hochreguliert,

wodurch die Zellen in Antwort auf CCL-21 in die lokalen Lymphknoten wandern.

Der Kontakt von DCs mit MV fuhrt, wie auch bei T-Zellen beobachtet, zu einer
Akkumulation von Ceramiden auf der Zell-Oberflache, wobei die Induktion der
Ceramide durch das C-type lectin DC-SIGN vermittelt wird (Avota et al, 2011).

Um zu untersuchen, ob die exogene Generierung von Ceramiden auf DCs auch zu
einer veranderten Chemotaxis in Richtung CCL-21 fuhrt, wurden Chemotaxisassays
analog zu dem fur T-Zellen beschriebenen Assay durchgefuhrt. Dabei wurden die
DCs zunachst fur 24 h mit LPS (100 ng/ml) ausgereift und im Folgenden fur 30 min
mit 25 mU/ml bSMase inkubiert. Nach 3 h bei 37°C wurde die Migration in Richtung
CCL-21 mittels quantitativer Durchflusszytometrie bestimmt. Als Migrationsmedium
diente hierbei 1 % BSA/ 1% HS/ RPMI mit 5 ug/ml CCL-21.
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Abbildung 4.9: DC-Chemotaxis in Richtung CCL-21. 2 x 10° reife DCs wurden fir 30 min mit
25 mU/ml bSMase behandelt und anschlieffend in das obere Kompartiment eines Filtersystems
gegeben. In das untere Kompartiment wurde das Migrationsmedium (1 % BSA/1 % HS/RPMI mit
5 pg/ml CCL-21) vorgelegt und die Anzahl migrierter Zellen nach 3 h bei 37°C mittels quantitativer
Durchflusszytometrie bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei unabhangigen Experimenten.

Wie in Abbildung 4.9 zu sehen ist, fuhrt die Induktion von Ceramiden auf DCs im
Gegensatz zu den in Abschnitt 4.4.1 beschriebenen Ergebnissen zu keiner
veranderten Chemotaxis in Richtung von CCL-21. Der prozentuale Anteil von Zellen,
der im unteren Kompartiment detektiert wurde, war nach Induktion von Ceramiden

durch bSMase im Vergleich zur Kontrolle nicht verandert.

4.6 Untersuchungen zur T-Zell-Migration in einem zweidimensionalen System

(under agarose assay)

Um die T-Zell-Migration in einem 2D-System zu untersuchen, wurde ein sogenannter
under agarose assay verwendet. Die Zellen wurden dabei nach Stimulation mit
SDF-1a. unter eine Agaroseschicht injiziert, woraufhin die T-Zell-Migration
videomikroskopisch verfolgt wurde. Dieser Assay gibt Aufschluss Uber die von den
Zellen zuruckgelegten Strecken, wodurch die Geschwindigkeit der Zellen ermittelt
werden kann. Wie zuvor beschrieben interferieren Ceramide der Zytoskelett-
abhangigen Polarisierung der Zellen sowie der gerichteten Bewegung in Antwort auf
einen Chemokingradienten. Im Folgenden wurde daher untersucht, ob die exogene
Akkumulation von Ceramiden sowie die Induktion von Ceramiden durch MV-Kontakt

zudem die T-Zell-Motilitat in 2D beeinflusst.
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4.6.1 Die Akkumulation von Ceramiden beeinflusst die T-Zell-Migration

Um den Einfluss von Ceramiden auf die Matilitat der Zellen in 2D zu untersuchen,
wurden die Zellen zunachst mit bSMase, C1s bzw. dC+s behandelt und anschliel3end
in einer Zellkonzentration von 1 x 10’/ml in 0,1 % BSA/RPMI mit 1 ug/ml SDF-1a
resuspendiert. 1 yl der Zellsuspension wurde unter die Agaroseschicht injiziert,
woraufhin die videomikroskopische Aufnahme der T-Zell-Migration erfolgte. Uber
einen Zeitraum von 1 h wurde alle 10 sec ein Bild aufgenommen, wobei die
Umgebungstemperatur konstant auf 37°C gehalten wurde. Die von den Zellen
zuruckgelegten Strecken und die daraus resultierende Geschwindigkeit wurden

anschlielend durch manuelles Zelltracking mittels ImagedJ berechnet.

In Abbildung 4.10 (A) sind jeweils reprasentative Beispiele fur die von Einzelzellen
zuruckgelegten Strecken dargestellt. Schwarze Strecken reprasentieren Zellen, die
sich mit einer mittleren Geschwindigkeit > 2 ym/min fortbewegt haben. Rote Strecken
entsprechen Zellen, deren mittlere Geschwindigkeit < 2 ym/min war. Abbildung 4.10
(B) zeigt die quantitative Analyse aller verfolgten Zellen. Wie anhand der
Abbildungen zu sehen ist, legen T-Zellen nach Akkumulation von Ceramiden kurzere
Strecken zurlck, was folglich auch in einer reduzierten Geschwindigkeit der Zellen
resultiert. Die Kontrollzellen bewegten sich mit einer durchschnittlichen
Geschwindigkeit von 2,2 pm/min (unbehandelt) bzw. 2,9 pm/min (dC4s) fort,
wohingegen die Induktion von Ceramiden durch bSMase bzw. die Inkubation der
Zellen mit C6 die durchschnittliche Geschwindigkeit auf 0,9 pm/min bzw. 0,7 ym/min
reduzierte. In Ubereinstimmung mit den zuvor beschriebenen Ceramid-Effekten ist

somit auch die Motilitat der Zellen in einem 2D-System beeintrachtigt.
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Abbildung 4.10: Analyse der T-Zell-Migration in 2D. (A) T-Zellen wurden zunachst mit bSMase, C1¢
oder dC;¢ inkubiert und anschlie3end in einer Zellkonzentration von 1 x 10"/ml in 0,1 % BSA/RPMI mit
1 pg/ml SDF-1a resuspendiert. 1 yl der Zellsuspension wurde unter die Agaroseschicht injiziert und
die T-Zell-Migration daraufhin Uber einen Zeitraum von 1 h videomikroskopisch verfolgt. Die
abgebildeten Plots zeigen die von den Zellen zurlckgelegten Strecken. Schwarze Strecken
reprasentieren Zellen, deren mittlere Geschwindigkeit > 2 ym/min lag. Rote Strecken stellen Zellen
dar, die sich mit einer mittleren Geschwindigkeit < 2 pm/min fortbewegt haben. Dargestellt sind
reprasentative Plots aus einem von drei unabhangigen Experimenten. (B) Quantitative Analyse der
T-Zell-Migration. Dargestellt ist die mittlere Geschwindigkeit aller verfolgten Zellen. Jeder Punkt
entspricht dabei der durchschnittlichen Geschwindigkeit einer einzelnen Zelle. Insgesamt wurden pro
Ansatz zwischen 130 und 215 Zellen analysiert.

4.6.2 Die reduzierte T-Zell-Motilitd&t nach MV-Kontakt wird durch die

Aktivierung von ASM vermittelt

Analog zu den in 4.6.1 beschriebenen Analysen wurde untersucht, ob die
Akkumulation von Ceramiden nach MV-Kontakt ebenfalls die Motilitdt der Zellen
beeinflusst. Die T-Zellen wurden dabei mit einer Virus- (MOI 1) bzw. Mockpraparation
fur 2 h bei 4°C in Anwesenheit eines fusionsinhibitorischen Peptids (FIP,
Endkonzentration: 200 uM) inkubiert und die Migration anschlielend, wie in 4.6.1
beschrieben, analysiert. Ein Teil der Zellen wurde zudem mit dem ASM-Inhibitor
Amitriptilyne (10 pM) fur 2 h bei 37°C vorbehandelt, um den Einfluss der durch ASM

generierten Ceramide nach MV-Kontakt zu analysieren.

Wie in der Abbildung 4.11 (A) dargestellt ist, legen T-Zellen nach MV-Kontakt
wesentlich kurzere Strecken zurick als Mock-behandelte Zellen. Die mittlere
Geschwindigkeit Virus-behandelter Zellen betrug 1 pm/min und ist im Gegensatz zu
Mock-behandelten Zellen um 60 % reduziert. Die mittlere Geschwindigkeit Mock-
behandelter Zellen lag bei 2,4 ym/min (Abbildung 4.11 (B)). Zellen, die vor MV-
Kontakt mit Amitriptilyne behandelt wurden, bewegten sich mit einer mittleren
Geschwindigkeit von 1,9 um/min fort. Somit konnte die verminderte Beweglichkeit
MV-kontaktierter Zellen durch die Inhibierung der ASM-Aktivitat wieder aufgehoben
werden. Im Gegensatz zu den in Abschnitt 4.4.2 beschriebenen Ergebnissen zur T-
Zell-Chemotaxis nach MV-Kontakt, ist die Beweglichkeit der Zellen in 2D nach
Virusbindung reduziert. Die verminderte Beweglichkeit der Zellen in 2D wird durch
die Aktivierung von ASM und nachfolgende Ceramid-Generierung vermittelt, da
durch die Inhibierung der ASM-Aktivitat die MV-induzierten Effekte verhindert werden

konnten.
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Abbildung 4.11: Analyse der T-Zell-Migration in 2D nach MV-Kontakt. (A) T-Zellen wurden mit
einer Virus- oder Mockpraparation fur 2 h bei 4°C in der Anwesenheit von FIP (200 uM) inkubiert und
anschlieRend die T-Zell-Migration wie in Abschnitt 4.6.1 beschrieben analysiert. Die abgebildeten
Plots zeigen die von den Zellen zuriickgelegten Strecken. Schwarze Strecken reprasentieren Zellen,
deren mittlere Geschwindigkeit > 1,5 ym/min lag. Rote Strecken stellen Zellen dar, die sich mit einer
mittleren Geschwindigkeit < 1,5 pm/min fortbewegt haben. Dargestellt sind reprasentative Plots aus
einem von 3 unabhéngigen Experimenten. (B) Quantitative Analyse der T-Zell-Migration. Dargestellt
ist die mittlere Geschwindigkeit aller verfolgten Zellen. Jeder Punkt entspricht dabei der
durchschnittlichen Geschwindigkeit einer einzelnen Zelle. Insgesamt wurden pro Ansatz mindestens
120 Zellen analysiert.
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4.6.3 Untersuchungen zur Expression und Verteilung des Chemokinrezeptors
CXCR4

Chemokine binden an G-Protein gekoppelte Rezeptoren. Der Rezeptor fur SDF-1a
(CXCL12) ist CXCR4. Durch die Bindung von SDF-1a. an den Rezeptor werden in
der Zelle Signale ausgelost, welche fur Polarisierung, Integrinaktivierung und
Migration der Zelle eine wichtige Rolle spielen. Um auszuschlieen, dass die zuvor
beschriebenen Effekte auf eine veranderte Expression des Chemokinrezeptors nach
Akkumulation von Ceramiden bzw. Virus-Exposition zurickzufuhren sind, wurde die
Expression des Rezeptors auf der Oberflache der Zellen Uberprift. Die Zellen
wurden dafur mit bSMase, C4, oder dCis bzw. einer Virus- (MOl 1) oder
Mockpraparation inkubiert. AnschlieRend wurde mittels einer Oberflachenfarbung die
CXCR4-Expression im Durchflusszytometer analysiert. Die in Abbildung 4.12
dargestellten MFI-Werte zeigen, dass die Expression des CXCR4-Rezeptors nach
Inkubation mit bSMase, C1s bzw. Virus gegenuber den Kontrollzellen nicht verandert
ist. Somit scheint eine Bindung von SDF-1a an den Rezeptor prinzipiell mdglich, fur
eine gerichtete Bewegung ist jedoch die Rekrutierung des Rezeptors an das leading
edge der Zellen von Bedeutung. Im Folgenden wurde daher die zellulare Verteilung
des CXCR4-Rezeptors in ceramidmodifizierten Zellen untersucht. Daflr wurden die
Zellen mit bSMase, Cis oder dCis bzw. mit einer Virus- oder Mockpraparation
inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen in 0,5 % BSA/RPMI mit 100 ng/ml SDF-1a
resuspendiert und auf FN-beschichtete Objekttrager gegeben. Nach 30 min bei 37°C
wurden die Zellen fixiert und CXCR4 fur die anschlielliende mikroskopische Analyse

angefarbt.
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Abbildung 4.12: Expression des CXCR4-Rezeptors auf der Oberflache von T-Zellen. T-Zellen
wurden mit bSMase, Ci¢ oder dCis bzw. einer Virus (MOI 1)-oder Mockpraparation inkubiert.
Anschliefiend wurde eine Oberflachenfarbung des Rezeptors durchgefiihrt und die Menge an CXCR4
im Durchflusszytometer analysiert. Dargestellt sind reprasentative MFI-Werte eines aus drei
unabhangigen Experimenten (offenes Histogramm: Isotyp; gefiilltes Histogramm: CXCR4).

Wie anhand der Bilder in Abbildung 4.13 zu sehen ist, zeigten die Kontrollzellen
einen polarisierten Phanotyp mit Akkumulationen von CXCR4 am leading edge. In
Analogie zu den in 4.2 beschriebenen Ergebnissen wiesen bSMase-, Cis- bzw.
Virus-behandelte Zellen erneut keinen polarisierten Phanotyp auf. Neben den
Effekten auf die morphologische Polarisierung konnte auch keine Relokalisation von
CXCRA4 in bestimmte Bereiche der Zellen beobachtet werden, die Zellen wiesen eine
eher gleichférmige Verteilung des Rezeptors auf. Zellen, in denen die ASM-Aktivitat
vor Virus-Kontakt pharmakologisch gehemmt wurde, waren wiederum in der Lage
morphologisch zu polarisieren und CXCR4 an das leading edge zu rekrutieren. Das
Unvermogen Virus-kontaktierter Zellen einen polarisierten Phanotyp auszubilden
sowie den CXCR4-Rezeptor zu relokalisieren ist somit direkt auf die durch das Virus

bedingte ASM-Aktivierung zurtckzufuhren.
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Die Akkumulation von Ceramiden auf T-Zellen andert somit zwar nicht die
Expression des CXCR4-Rezeptors auf der Zelloberflache, die Zellen sind jedoch

nicht in der Lage den Rezeptor in bestimmte Bereiche der Zelle zu relokalisieren.

Kontrolle dCis

CXCR4

Mock MV Ami + MV

CXCR4

Abbildung 4.13: Zellulare Verteilung von CXCR4 nach Induktion von Ceramiden. T-Zellen
wurden mit bSMase, C4s oder dCs bzw. mit einer Virus (MOI 1)- oder Mockpraparation inkubiert,
anschlieBend in 0,5 % BSA/RPMI mit 0,1 pug/ml SDF-1a resuspendiert und auf FN-beschichtete
Objekttrager gegeben. Ein Teil der Zellen wurde vor Viruskontakt fiir 2 h bei 37°C mit dem ASM-
Inhibitor Amitriptilyne (10 uM) inkubiert. Nach 30 min bei 37°C wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert
und CXCR4 angefarbt (GréRenmarker: 5 um).
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4.7 Die Akkumulation von Ceramiden fihrt zur einer abweichenden Verteilung

intrazellularer Proteine in T-Zellen

Neben der Verteilung von Oberflachenproteinen, wurde zudem die
chemokininduzierte Relokalisation intrazellularer Proteine nach Akkumulation von
Ceramiden analysiert. Dabei wurde die Verteilung von Signalmolekilen untersucht,
die fur die Aktivierung und Polarisierung der Zellen von Bedeutung sind. Die Zellen
wurden daflr zunachst analog zu den in 4.6.3 beschriebenen Experimenten mit
bSMase, C+s oder dC4s inkubiert und anschlieend auf FN-beschichtete Objekttrager
gegeben. Nach 30 min bei 37°C wurden die Zellen fixiert und pERM, pAkt, PI3K und
SHIP fur die mikroskopische Analyse angefarbt.

In Kontrollzellen akkumulieren phosphorylierte ERM-Proteine hauptsachlich im
Uropod der Zelle, wohingegen pAkt, PI3K und SHIP vermehrt in den Lamellipodien
am leading edge lokalisiert sind. Kleinere Mengen dieser Molekille kénnen jedoch
auch im Uropod der Zellen detektiert werden. In Analogie zu den in 4.6.3
beschriebenen Ergebnissen zeigen T-Zellen infolge der Akkumulation von
Ceramiden keinen polarisierten Phanotyp und sind nicht in der Lage die Proteine in
distinkte Bereiche der Zelle zu relokalisieren (Abbildung 4.14). Es ist eine eher
uniforme Verteilung der Proteine zu beobachten. Die Ergebnisse zeigen, dass die
Akkumulation von Ceramiden sowohl die Verteilung von Oberflachenproteinen als

auch die Lokalisation intrazellularer Proteine beeinflusst.
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Abbildung 4.14: Lokalisation intrazellularer Signalmolekilen nach Akkumulation von
Ceramiden. T-Zellen wurden mit bSMase (A), C4 oder dC4s (B) behandelt und anschlieiend in 0,5 %
BSA/RPMI mit 100 ng/ml SDF-1a auf FN-beschichtete Objekttrdger gegeben. Nach 30 min wurden
die Zellen fixiert und mit pERM-, pAkt-, PI3K- und SHIP-spezifischen Antikbrpern gefarbt. Die
Verteilung der Proteine wurde anschliel3end mikroskopisch analysiert (GréRenmarker: 5 ym).

4.8 Ceramide beeinflussen die Phosphorylierung von Akt und

Membranlinkerproteinen

Da Ceramide die Lokalisation intrazellularer Signalmolekile beeinflussen, wurde im
Folgenden untersucht, ob die Akkumulation von Ceramiden zudem die Aktivierung
der Proteine beeintrachtigt. Dafur wurden die T-Zellen mit bSMase, C+4s oder dCqs
inkubiert und anschlieBend die Phosphorylierung von ERM-Proteinen und Akt im
Western Blot analysiert. ERM-Proteine (Ezrin, Radixin, Moesin) verbinden
Transmembranproteine mit dem kortikalen Aktinzytoskelett der Zelle und sind daher
fur die Morphologie, die Ausbildung von Filopodien sowie die Migration der Zelle von
Bedeutung. Die Aktivierung von ERM-Proteinen erfolgt durch die Phosphorylierung
konservierter Threonin-Reste innerhalb der C-terminalen Domane (Ezrin T567,
Radixin T564, Moesin T558). In MCF-7-Zellen fihrte Induktion von Ceramiden zu
einer verminderten Ezrin-Phosphorylierung, was in einem Verlust Mikrovilli-ahnlicher
Strukturen resultierte (Zeidan et al, 2008). Wie die Abbildung 4.15 zeigt, konnte auch
in T-Zellen eine um 80 % (bSMase) bzw. 90 % (C4) reduzierte Ezrin-
Phosphorylierung nach Akkumulation von Ceramiden beobachtet werden. Im
Gegensatz dazu wurde ein geringerer Einfluss von Ceramiden auf die
Phosphorylierung von Moesin beobachtet, die infolge der Inkubation mit bSMase um

etwa 50 % und nach C4s—Exposition um etwa 25 % reduziert war.
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Abbildung 4.15: Reduzierte Phosphorylierung von Ezrin und Moesin nach Akkumulation von
Ceramiden. T-Zellen wurden mit 25 mU/ml bSMase, C4s oder dC; inkubiert, lysiert und die Menge an
phosphorylierten ERM-Proteinen im Western Blot analysiert. Dargestellt ist ein reprasentativer
Western Blot (A) und die dazugehérige densiometrische Auswertung (B). Die Menge an
phosphorylierten ERM-Proteinen in den Kontrollzellen wurde gleich 100 % gesetzt.

Neben der Phosphorylierung von ERM-Proteinen wurde auch die Aktivierung von Akt
untersucht. Der PI3K/Akt-Signalweg ist fur die Zytoskelettdynamik und die
Proliferation von T-Zellen von Bedeutung. Um den Einfluss von Ceramiden auf den
Phosphorylierungsstatus von Akt zu untersuchen, wurden die Zellen mit bSMase, C+e
oder dCqs behandelt und fir unterschiedliche Zeitpunkte mit a-CD3/a-CD28-
Antikorpern bzw. SDF-1a stimuliert. Die Zelllysate wurden auf ein 12%-iges SDS-Gel
aufgetragen und die Akt-Phosphorylierung im Western Blot analysiert. Die Detektion

von Akt diente als Ladekontrolle.
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Abbildung 4.16: Reduzierte Phosphorylierung von Akt nach Akkumulation von Ceramiden.
T-Zellen wurden mit bSMase, C4s bzw. dCis inkubiert, flir unterschiedliche Zeitpunkte mit
aCD3/aCD28-Antikérpern bzw. SDF-1a stimuliert und die Menge an phosphoryliertem Akt wurde im
Western Blot analysiert. Dargestellt sind reprasentative Western Blots (A) und die dazugehoérige
densiometrische Auswertung. Die Menge an pAkt in unbehandelten bzw. dC,g-behandelten Zellen
wurde gleich 100 % gesetzt (B). Im Anschluss an die Inkubation mit bSMase, C1 bzw. dC4s wurde die
Oberflachenexpression von CD3 und CD28 durchflusszytometrisch ermittelt. Dargestellt sind die MFI-
Werte, die fur Kontrollzellen bzw. ceramidmodifizierte T-Zellen ermittelt wurden (C).

Die in Abbildung 4.16 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass sowohl nach

aCD3/aCD28- als auch nach SDF-1a-Stimulation eine verminderte Akt-
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Phosphorylierung infolge der Akkumulation von Ceramiden detektiert wurde. Neben
der Expression des CXCR4-Rezeptors (Abschnitt 4.6.3) ist auch die
Oberflachenexpression von CD3 und CD28 nach Akkumulation von Ceramiden nicht
verandert (Abbildung 4.16. (C)). Das Maximum der Akt-Phosphorylierung wurde in
den Kontrollzellen etwa 15 min nach Stimulation erreicht. Die quantitative Analyse
zeigt, dass nach Stimulation mit SDF-1a die Akt-Phosphorylierung zwischen 40 %
und 70 % reduziert war. Nach aCD3/a.CD28-Stimulation ist der Effekt noch deutlicher
ausgepragt, da eine zwischen 70 % und 90 % verringerte Menge an pAkt ermittelt

wurde.

Folglich verandern Ceramide nicht nur die Lokalisation intrazellularer Signalmolekdle,
sondern auch deren Aktivierungsstatus. Dadurch nehmen Ceramide Einfluss auf
Signalwege in der Zelle, die flr die Zytoskelettdynamik und eine effiziente T-Zell-

Aktivierung von Bedeutung sind.

4.9 Analyse von DC/T-Zell-Konjugaten

Um eine effiziente T-Zell-Aktivierung zu vermitteln, bedarf es Zell-Zell-Interaktionen
zwischen antigenprasentierenden Zellen (APC), insbesondere dendritischen Zellen
(DC), und T-Zellen. Durch die spezifische Bindung des T-Zell-Rezeptors kommt es
zur Ausbildung einer spezialisierten Kontaktflache, der immunologischen Synapse
(IS), welche mit der Relokalisation von Rezeptor- und Signalmolekllen sowie der
Polarisierung des Zytoskeletts zur Kontakistelle einhergeht. Dabei werden die
Molekule in bestimmte Domanen rekrutiert, welche als c¢SMAC (central
supramolecular activation cluster) und pSMAC (peripheral SMAC) bezeichnet
werden. T-Zell-Rezeptor und CD28 akkumulieren im c¢SMAC, wohingegen
Adhasionsmolekiile wie LFA-1 im pSMAC lokalisiert sind. Im Folgenden wurde der

Einfluss von Ceramiden auf Bildung und Funktion der IS untersucht.
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4.9.1 Verteilung von Ceramiden in DC/T-Zell-Konjugaten

Bevor der Einfluss von Ceramiden auf die IS-Architektur analysiert wurde, wurde
zunachst die generelle Verteilung von Ceramiden in DC/T-Zell-Konjugaten
untersucht. Daflr wurden reife, Superantigen (SA)-beladene DCs mit allogenen
T-Zellen fur unterschiedliche Zeitpunkte kokultiviert, anschlielend fixiert,

permeabilisiert und die Ceramide fur die mikroskopische Analyse angefarbt.

5 min 10 min 20 min

Abbildug 4.17: Lokalisation von Ceramiden in DC/T-Zell-Konjugaten. LPS-ausgereifte, SA-
beladene DCs wurden mit allogenen T-Zellen fir unterschiedliche Zeitpunkte bei 37°C kokultiviert. Die
gebildeten Konjugate wurden anschlieRend fixiert, permeabilisiert und die Ceramide angeféarbt.
Dargestellt sind reprasentative DC/T-Zell-Konjugate eines aus drei unabhangigen Experimenten
(GrolRenmarker: 5 ym).

Abbildung 4.17 zeigt, dass zu allen Zeitpunkten eine ausgepragte Ceramidfarbung
auf der Oberflache der DC/T-Zell-Konjugate nachgewiesen werden konnte. Es
scheint jedoch, dass groRere Ceramidplattformen aus der Kontaktstelle
ausgeschlossen werden. Um die Verteilung der Ceramide ausschliel3lich in der
T-Zelle zu analysieren, wurden diese mit o-CD3/a-CD28-beschichteten
Mikrokugelchen fur unterschiedliche Zeitpunkte bei 37°C stimuliert und die Ceramide
anschlielend angefarbt. Wie in Abbildung 4.18 zu sehen ist, wurden auch in diesem
Ansatz Ceramide weitgehend aus der Kontaktstelle ausgeschlossen, wobei
unterschiedliche Phanotypen beobachtet werden konnten. Neben einer eher
gleichmafigen Verteilung der Ceramide (5 min), wurden Ceramidanhaufungen

seitlich oder am distalen Pol der Zelle beobachtet.
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5 min 20 min 30 min

Abbildung 4.18: Lokalisation von Ceramiden in T-Zellen nach Stimulation mit a-CD3/a-CD28-
beschichteten Mikrokiigelchen. Die T-Zellen wurden fur unterschiedliche Zeitpunkte mit
a-CD3/a-CD28-beschichteten Mikroklgelchen bei 37°C stimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen
fixiert, permeabilisiert und die Ceramide fiir die mikroskopische Analyse angefarbt. Die Sterne
kennzeichnen die beads, die Pfeile kennzeichnen die Ceramidanreicherungen, die seitlich oder am
distalen Pol der Zellen beobachtet wurden. GréRenmarker 5 pm.

4.9.2 Lokalisation von ASM in DC/T-Zell-Konjugaten

Neben der Verteilung von Ceramiden wurde zudem die Lokalisation von ASM in
Konjugaten zwischen reifen, SA-beladenen DCs und T-Zellen analysiert. Im
Anschluss an die Kokultur der Zellen wurden diese fixiert, permeabilisert und mit
einem ASM-spezifischen Antikorper angefarbt. Wahrend der Bildung der IS kommt
es zu einer Umstrukturierung des Zytoskeletts, wobei Aktin- und
Mikrotubulistrukturen, das MTOC und assoziierte vesikulare Kompartimente an die
Kontaktstelle zwischen DCs und T-Zellen polarisieren. Wie in der Abbildung 4.19 zu
sehen ist, finden sich Akkumulationen von ASM in der Nahe der Kontaktstelle, die
moglicherweise  ASM-enthaltende  Kompartimente reprasentieren. Um  zu
untersuchen, ob diese mit der Plasmamembran fusionieren, wurde die
Plasmamembran der DC/T-Zell-Konjugate nach der Fixierung zunachst mit WGA-
FITC bei 4°C angefarbt. AnschlieRend wurde die Konjugate permeabilisiert und
zusatzlich ASM angefarbt. Abbildung 4.19 zeigt, dass keine Kolokalisaton von ASM
und WGA detektiert werden konnte, was darauf hindeudet, dass eine Translokation
der ASM zur Oberflache nicht beobachtet werden kann. Die gleiche Verteilung von
ASM wurde auch in T-Zellen gefunden, in denen ASM als HA-getaggtes Konstrukt
Uberexprimiert wurde. Auch in diesem Ansatz wurden Akkumulationen von ASM in

der Nahe der Kontaltstelle detektiert, eine Kolokalisation zwischen ASM und WGA
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konnte jedoch nicht detektiert werden. In Ubereinstimmung damit konnten auch, wie
in Abbildung 4.17 und 4.18 dargestellt, keine Ceramidplattformen in der IS

nachgewiesen werden.

Abbildung 4.19: Lokalisation von ASM in DC/T-Zell-Konjugaten. LPS-ausgereifte, SA-beladene
DCs wurden mit allogenen T-Zellen fiir 30 min bei 37°C kokultiviert. Danach wurden die Konjugate
fixiert, permeabilisiert und ASM fir die Mikroskopie angefarbt. Fir die Doppelfarbung mit WGA-FITC
wurden die Zellen nach der Fixierung zunachst fir 30 min bei 4°C mit WGA-FITC inkubiert,
anschlielend permeabilisiert und zusatzlich mit einem ASM-spezifischen Antikorper gefarbt. Die Pfeile
kennzeichnen die Polarisierung ASM-enthaltender Vesikel zur Kontaktstelle (GroRenmarker: 5 pm).

4.9.3 Die Translokation von CD3 und des MTOC zur Synapse ist nach
Induktion von Ceramiden nicht gestort

Um dem Einfluss von Ceramiden auf Struktur und Funktion der IS zu untersuchen,
wurden zunachst Immunfluoreszenzfarbungen durchgefuhrt, um die Lokalisation von
CD3 und des MTOC in DC/T-Zell-Konjugaten nach Induktion von Ceramiden auf
T-Zellen zu untersuchen. Daflir wurden die T-Zellen zunachst mit bSMase fur 30 min
inkubiert und anschlieBend mit LPS-ausgereiften, SA-beladenen DCs fur
30 min bei 37°C kokultiviert. Im Folgenden wurden die Zellen fixiert, permeabilisert
und CD3 bzw. Tubulin angefarbt.
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Abbildung 4.20: Die Induktion von Ceramiden auf T-Zellen beeinflusst nicht die Translokation
von CD3 oder des MTOC zur Synapse. (A) T-Zellen wurden mit bSMase inkubiert und anschlielend
fir 30 min bei 37°C mit SA-beladenen, allogenen DCs kokultiviert. Daraufhin wurden die Konjugate
fixiert und mit einem a-CD3- bzw. a-tubulin-spezifischen Antikérper gefarbt. Die Pfeile kennzeichnen
TCR-Akkumulationen an der DC/T-Kontaktstelle bzw. die Polarisierung des MTOC zur Synapse
(GroBenmarker: 5 pm). (B) Quantitative Auswertung der Konjugate mit TCR-Clustern an der
Kontaktstelle bzw. MTOC-Reorientierung. Dargestellt ist der Mittelwert aus zwei unabhangigen
Experimenten. Insgesamt wurden mindestens 35 Konjugate pro Ansatz betrachtet.
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Eine reife IS ist durch die Translokation von CD3 und des MTOC zur Kontaktflache
zwischen DC und T-Zelle gekennzeichnet. Wie anhand der Abbildung 4.20 (B) zu
sehen ist, konnte in 70 % bis 80 % der Konjugate zwischen DCs und T-Zellen eine
typische Verteilung von CD3 und des MTOC beobachtet werden. Die Vorbehandlung
der T-Zellen mit bSMase hatte keine direkten Auswirkungen auf die Lokalisation von
CD3 und des MTOC (Abbildung 4.20 (A)). Die Translokation von CD3 und des
MTOC zur Synapse erfolgte gleichermalien effizient in bSMase-behandelten Zellen,
so dass die Struktur der IS nach Induktion von Ceramiden auf T-Zellen nicht gestort

Zu sein scheint.

4.9.4 Die Generierung von Ceramiden beeinflusst nicht die Konjugat-Frequenz

Neben immunhistochemischen Analysen der DC/T-Zell-Konjugate wurde zudem der
Einfluss von Ceramiden auf die Konjugatmenge im Durchflusszytometer analysiert.
Dafir wurden DCs und T-Zellen mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen (R18
bzw. CSFE) markiert (siehe 3.4.4 Material & Methoden) und anschlieRend im
Verhaltnis 1:5 gemischt. Nach 30 min der Kokultur wurden die Zellen fixiert und die
Menge an gebildeten Konjugaten durchflusszytometrisch bestimmt. Um die
Bedeutung der Ceramidgenerierung genauer zu analysieren, wurden zwei
verschiedene Ansatze gewahlt: zum einen wurden DCs bzw. T-Zellen mit
unterschiedlichen bSMase-Konzentrationen fur 30 min vorinkubiert, zum anderen
wurde das Enzym in unterschiedlichen Konzentrationen dem Medium wahrend der
Kokultur hinzugeflgt. Im ersten Ansatz wurden folglich Ceramide ausschlielich auf
der DC bzw. T-Zelle generiert, wohingegen im zweiten Ansatz Ceramide sowohl auf

der DC als auch auf der T-Zelle induziert wurden.
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Abbildung 4.21: Einfluss von Ceramiden auf die Ausbildung von DC/T-Zell-Konjugaten. R18-
markierte reife DCs wurden mit allogenen, CSFE-markierten T-Zellen gemischt und anschlieRend flr
30 min bei 37°C kokultiviert. Nach erfolgter Konjugatbildung wurden die Zellen fixiert und die Menge
an gebildeten Konjugaten im Durchflusszytometer bestimmt. Zur Generierung von Ceramiden wurden
die CSFE-markierten T-Zellen entweder mit bSMase fiir 30 min vorinkubiert oder bSMase wurde
wahrend der Kokultur dem Medium hinzugefligt, so dass die Ceramidinduktion erst wahrend der
Konjugatbildung erfolgte. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei unabhangigen Experimenten. Die
Menge an gebildeten Konjugaten zwischen DCs und unbehandelten T-Zellen wurde gleich 100 %
gesetzt.

Wie anhand der Abbildung 4.21 zu sehen ist, hat die Induktion von Ceramiden
keinen drastischen Einfluss auf die Anzahl der gebildeten DC/T-Zell-Konjugate.
Obwohl, wie in Abschnitt 4.9.1 gezeigt, Ceramide von der Kontaktstelle
ausgeschlossen werden, beeinflusst weder die Induktion von Ceramiden auf T-Zellen
noch die Generierung von Ceramiden wahrend der Kokultur die Frequenz gebildeter
DC/T-Zell-Konjugate. Im Vergleich zur Kontrolle ist bei einer bSMase-Konzentration
von 50 mU/ml die Menge an gebildeten Konjugate nur um 17 % verringert. Die
Akkumulation von Ceramiden auf Seiten der DC hatte ebenfalls keinen Einfluss auf
die Anzahl der gebildeten Konjugate (Abbildung 4.22). Im Vergleich zur Kontrolle
wurden nach Induktion von Ceramiden auf DCs annahernd identische Mengen an
DC/T-Zell-Konjugaten in der Kokultur detektiert. Somit scheint die Generierung von
Ceramiden, sowohl auf Seiten der T-Zelle als auch auf Seiten der DC, die Frequenz

von DC/T-Zell-Konjugaten nicht zu beeintrachtigen.
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Abbildung 4.22: Die Induktion von Ceramiden auf DCs beeinflusst nicht die Menge an DC/T-
Zell-Konjugaten. R18-markierte reife DCs wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen an bSMase
fir 30 min vorinkubiert und anschlie®end mit CSFE-markierten T-Zellen gemischt. Nach 30 min bei
37°C wurden die Konjugate fixiert und die Anzahl gebildeter Konjugate im Durchflusszytometer
ermittelt. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei unabhangigen Experimenten. Die Anzahl gebildeter
Konjugate zwischen DCs und unbehandelten T-Zellen wurde gleich 100 % gesetzt.

4.9.5 Analyse der Konjugatbildung nach Inhibierung von ASM und NSM in
T-Zellen

Im Folgenden wurde untersucht, ob eine Inhibierung der ASM- bzw. NSM-Aktivitat in
T-Zellen die Konjugatbildung beeinflusst. Dafur wurden CSFE-markierte T-Zellen
zunachst fur 2 h mit den entsprechenden Inhibitoren bei 37°C behandelt und
anschlieBend mit R18-markierten, reifen DCs gemischt. Nach 30 min bei 37°C
wurden die Zellen fixiert und der Prozentsatz an DC/T-Zell-Konjugaten in der

Kokultur im Durchflusszytometer bestimmt.
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Abbildung 4.23: Analyse der DC/T-Zell-Konjugatmenge nach Inhibierung der ASM- bzw. NSM-
Aktivitat in T-Zellen. CSFE-markierte T-Zellen wurden mit dem entsprechenden Inhibitor fiir 2 h bei
37°C inkubiert und anschlieBend mit R18-markierten, reifen DCs gemischt. Nach 30 min bei 37°C
wurden die Zellen fixiert und die Konjugatmenge im Durchflusszytometer analysiert. Dargestellt ist der
Mittelwert aus sechs unabhangigen Experimenten. Die Anzahl gebildeter Konjugate zwischen DCs
und unbehandelten T-Zellen wurde gleich 100 % gesetzt.

Wie in der Abbildung 4.23 dargestellt ist, fihrt die Hemmung von ASM durch
Amitriptilyne (10 uM) zu keiner veranderten Anzahl an DC/T-Zell-Konjugaten in der
Kokultur. Infolge der Hemmung von NSM durch GW4869 (1,3 pM) ist diese leicht,
jedoch nicht signifikant erhoht. Eine Inhibierung der ASM bzw. NSM-Aktivitat in
T-Zellen fuhrt somit ebenfalls zu keinen signifikanten Veranderungen der Konjugat-

Frequenz.

4.9.6 Untersuchungen zur Konjugatbildung ASM-defizienter Zellen

Um die Bedeutung der ASM-Expression fur die Konjugatbildung zu untersuchen,
wurde im Folgenden die Konjugatfrequenz zwischen ASM-defizienten DCs und
T-Zellen analysiert. Dafiir wurden reife DCs aus Wildtyp- bzw. ASM”-Mausen mit
R18 markiert und anschlie3end fur 30 min mit 1 pg/ml SEA/SEB bei 37°C inkubiert.
Daraufhin wurden die Zellen mit CSFE-markierten PBMCs aus Wildtyp- bzw. ASM™-
Mausen im Verhaltnis 1:5 gemischt, fir 30 min kokultiviert und die Konjugatmenge

durchflusszytometrisch analysiert.
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Abbildung 4.24: DC/T-Zell-Konjugate mit Zellen aus ASM™-Mausen. CSFE-markierte PBMCs aus
Wildtyp- oder ASM™"-Mausen wurden mit SA-beladenen, R18-markierten DCs aus Wildtyp- oder
ASM™"-Mausen gemischt und fir 30 min bei 37°C kokultiviert. Die Zellen wurden anschlieRend fixiert
und die Konjugatmenge im Durchflusszytometer analysiert. Die Konjugatmenge zwischen Wildtyp-
Zellen wurde gleich 100 % gesetzt (n = 4).

Abbildung 4.24 zeigt, dass die Konjugatfrequenz zwischen Zellen aus ASM™”-Mé&usen
im Vergleich zur Konjugatmenge zwischen Wildtypzellen nicht verandert ist. Des
Weiteren konnte kein Einfluss auf die Konjugatmenge beobachtet werden, wenn DCs
oder PBMCs aus ASM™-Mausen mit Wildtyp-Zellen kokultiviert wurden. Das Fehlen
von ASM sowohl auf Seiten der DC als auch auf Seiten der T-Zelle verandert somit
nicht die Anzahl der gebildeten DC/T-Zell-Konjugate.

4.10 Einfluss von Ceramiden auf Calcium-Influx in T-Zellen

4.10.1 Lokalisation von Orail und Stim1 in DC/T-Zell-Konjugaten

Da die Induktion von Ceramiden die Frequenz an DC/T-Zell-Konjugaten nicht
beeinflusst, wurde im Folgenden die Funktionalitat der Konjugate nach Akkumulation
von Ceramiden untersucht. Fur eine vollstandige Aktivierung der T-Zelle wird ein
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lang-anhaltender Calcium-Einstrom aus dem Extrazellularraum bendétigt, der durch
sogenannte CRAC (calcium release-activated calcium)-Kanale vermittelt wird. Bisher
konnten zwei molekulare Komponenten identifiziert werden, die fur den Calcium-
Einstrom in T-Zellen von Bedeutung sind. Orai1 ist die Untereinheit des Calcium-
Kanals in der Plasmamembran, Stim1 ist im ER lokalisiert und dient als Sensor der
intrazellularen Calcium-Konzentration. Infolge der Stimulation des T-Zell-Rezeptors
werden Ca?*-lonen aus dem ER freigesetzt, was zu einem transienten Anstieg der
zytoplasmatischen Calcium-Konzentration fuhrt. Stim1 aktiviert daraufhin die
Calcium-Kanale in der Plasmamembran, wodurch ein lang-anhaltender Calcium-
Einstrom von aufien erfolgen kann. Sowohl fur Orai1 als auch flr Stim1 konnte
gezeigt werden, dass die Proteine zur IS orientiert sind und somit einen erhdhten
Calcium-Einstrom an der Kontaktstelle vermitteln (Lioudyno et al, 2008). Daher
wurde zunachst die Lokalisation von Orai1 und Stim1 in bSMase-behandelten
T-Zellen nach Stimulation mit a-CD3/a-CD28-beschichteten Mikroklgelchen

untersucht. Die Analyse erfolgte mittels konfokaler Mikroskopie.
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Abbildung 4.25: Translokation von Orail und Stim1 zur Synapse. (A) T-Zellen wurden zunachst
mit bSMase inkubiert und anschlieBend fir 30 min bei 37°C mit a-CD3/a-CD28-beschichteten
Mikrokiigelchen stimuliert. Daraufhin wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und Orai1 bzw. Stim1 fir
die mikroskopische Analyse angefarbt (Grolkenmarker: 5 um). (B) Quantitative Analyse der
Translokation von Orai1 und Stim1 zur Synapse. Dargestellt ist der Mittelwert aus 2 unabhangigen
Experimenten. Pro Ansatz wurden mindestens 70 Konjugate betrachtet.
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Abbildung 4.25 (A) zeigt, dass in Kontrollzellen eine Akkumulation von Stim1 und
Orai1 an der Kontaktstelle mit den stimulatorischen Mikrokugelchen detektiert
werden konnte. Im Gegensatz dazu wurde nach bSMase-Behandlung in der
uberwiegenden Anzahl der Kontakte eine homogene Verteilung der Proteine
beobachtet, teilweise konnten auch groRere Mengen der Proteine seitlich oder am
distalen Pol der Zelle detektiert werden. Die quantitative Analyse in Abbildung 4.25
(B) zeigt, dass im Vergleich zur Kontrolle die Translokation von Orai1 bzw. Stim1 zur
Synapse um 70 % bzw. 65 % reduziert war. Die Induktion von Ceramiden auf

T-Zellen beeinflusst somit die Translokation von Orai1 und Stim1 zur Kontaktstelle.

4.10.2 Ceramide beeinflussen den Calcium-Influx in T-Zellen

Da die Generierung von Ceramiden, wie in Abschnitt 4.10.1 dargestellt, die
Rekrutierung von Orai1 und Stim1 zur Synapse vermindert, wurde im Folgenden
untersucht, ob der Calcium-Einstrom in T-Zellen nach Kontakt mit DCs ebenfalls
beeintrachtigt ist. Dafur wurden die T-Zellen mit Fluo-4 markiert (einem Farbstoff,
dessen Intensitat mit dem Anstieg der intrazellularen Calcium-Konzentration
zunimmt) und anschlieBend fur 30 min mit unterschiedlichen bSMase-
Konzentrationen inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen mit allogenen, reifen DCs
gemischt und nach 30 min die Anzahl Fluo-4-positiver DC/T-Zell-Konjugate im

Durchflusszytometer bestimmt.

Des Weiteren wurde die Fluoreszenzintensitat der T-Zellen infolge der Stimulation
mit DCs Uber einen Zeitraum von 60 min im Fluoreszenzreader gemessen. Dabei
wurden die Fluo-4-markierten T-Zellen entweder mit bSMase vorinkubiert oder das

Enzym wurde vor der Messung direkt zur Kokultur gegeben.
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Abbildung 4.26: Calcium-Einstrom in DC/T-Zell-Konjugaten. (A) Die T-Zellen wurden zunachst mit
Fluo-4 markiert und anschlieBend mit den angegebenen Konzentrationen bSMase fur 30 min
inkubiert. Danach wurden die T-Zellen mit allogenen, reifen DCs gemischt und nach 30 min der
Prozentsatz Fluo-4-positiver DC/T-Zell-Konjugate im Durchflusszytometer bestimmt. Dargestellt ist der
Mittelwert aus drei unabhangigen Experimenten. (B) Die Fluoreszenzintensitat der T-Zellen nach
Stimulation mit DCs wurde Uber einen Zeitraum von 60 min im Fluoreszenzreader gemessen.
Dargestellt ist das Ergebnis eines von drei unabhangigen Experimenten. (C) Wie in (B) mit dem
Unterschied, dass die angegebenen bSMase-Konzentrationen vor der Messung direkt zur Kokultur
gegeben wurden.

Wie anhand der Abbildung 4.26 (A) zu sehen ist, konnte nach Induktion von
Ceramiden eine reduzierte Anzahl an Fluo-4-positiven DC/T-Zell-Konjugaten im
Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden. Dieser Effekt ist Dosis-abhangig, da eine
bSMase-Konzentration von 12,5 mU/ml die Anzahl der Fluo-4-positiven DC/T-Zell-
Konjugate um 20 % reduzierte, bei einer bSMase-Konzentration von 25 mU/ml war
die Anzahl der Fluo-4-positiven DC/T-Zell-Konjugate um 40 % verringert. In
Ubereinstimmung mit diesen Befunden konnte ebenfalls (ber einen Zeitraum von
60 min ein verminderter Calcium-Einstrom in ceramidmodifizierten T-Zellen detektiert
werden 4.26 (B). Dieser Effekt war noch deutlicher ausgepragt, wenn das Enzym vor
der Messung direkt zur Kokultur gegeben wurde 4.26 (C). Somit wird durch die
Akkumulation von Ceramiden sowohl die Verteilung von Orai1 und Stim1 als auch

der Calciumeinstrom in T-Zellen beeintrachtigt.

4.11 Analysen zur T-Zell-Proliferation

In den vorherigen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Induktion von
Ceramiden auf T-Zellen die Frequenz von DC/T-Zell-Konjugaten zwar nicht
beeintrachtigt, diese jedoch nur eingeschrankt funktionell sind, da ein verminderter
Calcium-Einstrom in T-Zellen beobachtet wurde. Im Folgenden wurde daher
untersucht, ob die Akkumulation von Ceramiden die T-Zell-Proliferation
beeintrachtigt. Zur Analyse der T-Zell-Proliferation wurden mixed lymphocyte
reactions (MLR) durchgeflihrt, wobei es in Folge einer Fremderkennung zur
Proliferation der T-Zellen kommt. Zudem wurde die Proliferation der T-Zellen nach
Stimulation von CD3 und CD28 untersucht.
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4.11.1 Reduzierte T-Zell-Proliferation nach Akkumulation von Ceramiden

Um den Einfluss von Ceramiden auf die Proliferation von T-Zellen zu untersuchen,
wurden die T-Zellen mit bSMase, Cis bzw. dC+ behandelt und anschlielRend mit
o-CD3/a-CD28-Antikorpern stimuliert. Das Mald der Proliferation wurde nach 48 h

und 72 h durch den Einbau von radioaktiv-markiertem Thymidin bestimmt.
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Abbildung 4.27: T-Zell-Proliferation nach Akkumulation von Ceramiden. T-Zellen wurden mit
bSMase, Cq bzw. dC4s behandelt und anschlieBend mit a-CD3/a-CD28-Antikorpern stimuliert. Das
Mal} der T-Zell-Proliferation wurde nach 48 h und 72 h durch den Einbau von radioaktiv-markiertem
Thymidin bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei unabhangigen Experimenten. Die
Proliferation unbehandelter bzw. dC,g-behandelter Zellen entspricht 100 %.

Wie in der Abbildung 4.27 dargestellt ist, fuhrt die Induktion von Ceramiden durch
bSMase zu einer verminderten Proliferation von T-Zellen. Insbesondere nach 48 h
konnte eine um 50 % verringerte Proliferation im Vergleich zur Kontrolle ermittelt
werden, wohingegen die Proliferation nach 72 h nur noch um 25 % geringer war. Die
Inkubation der Zellen mit 100 uM Cis resultierte ebenfalls in einer drastischen
Reduktion der T-Zell-Proliferation (zwischen 70 % und 90 % im Vergleich zu dC+e-
behandelten Zellen), wohingegen eine Cis-Konzentration von 50 yM nur geringe
Auswirkungen auf die T-Zell-Proliferation hatte (15 % nach 48 h). Die Proliferation

von T-Zellen wird somit durch die Akkumulation von Ceramiden verringert.
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4.11.2 Einfluss der ASM- bzw. NSM-AKktivitat auf die T-Zell-Proliferation

Um die Bedeutung der ASM- bzw. NSM-Aktivitat auf die Proliferation von T-Zellen zu
untersuchen, wurden diese zum einen mit den entsprechenden Inhibitoren fir 2 h bei
37°C vorinkubiert und anschlieRend mit reifen, SA-beladenen DCs kokultiviert, zum
anderen wurden die Inhibitoren zu Beginn der Kokultur dem Medium hinzugefugt. An
Tag 4 der Kultur wurde dem Medium radioaktiv-markiertes Thymidin hinzugefugt und
das Mal} der Proliferation an Tag 5 uUber den Einbau an radioaktiv-markiertem

Thymidin bestimmt.
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Abbildung 4.28: T-Zell-Proliferation nach Inhibierung von ASM und NSM. LPS-ausgereifte, SA-
beladene DCs wurden mit T-Zellen im Verhaltnis 1:10 gemischt und fir 5 Tage kokultiviert. An Tag 4
der Kokultur wurde dem Medium radioaktiv-markiertes Thymidin hinzugefiigt und das MalR} der T-Zell-
Proliferation an Tag 5 Uber den Einbau an radioaktiv-markiertem Thymidin bestimmt. Zur Inhibierung
der ASM- bzw. NSM-Aktivitdt wurden die T-Zellen entweder fur 2 h bei 37°C mit Amitriptilyne (10 pM)
bzw. GW4869 (1,3 pM) vorinkubiert oder die Inhibitoren wurden in den entsprechenden
Konzentrationen zu Beginn der Kokultur dem Medium hinzugefiigt. Dargestellt ist der Mittelwert aus 4
Experimenten. Die Proliferation unbehandelter Zellen wurde gleich 100 % gesetzt.
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Wie in der Abbildung 4.28 dargestellt ist, hatten die Inhibitoren, einzeln oder
kombiniert, keinen Einfluss auf die T-Zell-Proliferation, wenn sie vor Beginn der
Kokultur appliziert wurden. Im Gegensatz dazu, konnte eine um 60 % reduzierte
T-Zell-Proliferation nach Zugabe des ASM-Inhibitors Amitriptilyne zur Kokultur
beobachtet werden. Die Zugabe des NSM-Inhibitors GW4869 zur Kokultur zeigte
jedoch keinen Einfluss auf die T-Zell-Proliferation. Somit fuhrte nur die gleichzeitige
Inhibierung der ASM-Aktivitat in DCs und T-Zellen zu einer signifikanten Reduktion
der T-Zell-Proliferation. Da jedoch die Inhibierung von ASM auf Seiten der T-Zelle die
T-Zell-Proliferation nicht beeintrachtigte, scheint eine funktionelle ASM auf Seiten der

DC fur die Stimulation der T-Zellen wichtiger zu sein.

4.11.3 ASM-defiziente DCs zeigen eine reduzierte stimulatorische Aktivitat

Die in Abschnitt 4.11.2 beschriebenen Daten weisen darauf hin, dass fur eine
effiziente T-Zell-Proliferation eine funktionelle ASM in DCs nétig ist. Um die
Bedeutung der ASM-Expression fur die T-Zell-Proliferation zu analysieren, wurde die
Proliferation von Zellen aus Wildtyp- und ASM™-M&usen untersucht. Dafiir wurden
SA-beladene, reife DCs aus Wildtyp bzw. ASM™-Mausen mit PBMCs aus Wildtyp-
oder ASM”-Mé&usen fiir 5 Tage kokultiviert und anschlieBend das MaR der T-Zell-
Proliferation Uber den Einbau an radioaktiv-markiertem Thymidin bestimmt.
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Abbildung 4.29: Proliferation von Zellen aus ASM”-Mausen. LPS-ausgereifte, SA-beladene DCs
aus Wildtyp- oder ASM™-Mausen wurden mit PBMCs aus Wildtyp- oder ASM™”-Mausen im Verhaltnis
1:10 gemischt und fur 5 Tage kokultiviert. An Tag 4 der Kokultur wurde dem Medium radioaktiv-
markiertes Thymidin hinzugeflgt und das Mal der T-Zell-Proliferation an Tag 5 uUber den Einbau an
radioaktiv-markiertem Thymidin bestimmt (n = 4).

Wie die Abbildung 4.29 zeigt, ist die Proliferation von Zellen aus ASM™-Mausen im
Vergleich zur Proliferation von Zellen aus Wildtypmausen nicht verandert. Im
Gegensatz dazu, filhrte die Kokultur von DCs aus ASM”-Mausen mit Wildtyp-
PBMCs zu einer Reduktion der T-Zell-Proliferation um 50 %. Dies bestatigt die in
4.11.2 beschriebenen Ergebnisse und zeigt, dass flr eine effiziente T-Zell-
Stimulation aktive ASM in DCs bendtigt wird. Zudem flhrte die Kokultur von Wildtyp-
DCs mit ASM”-PBMCs zu einer signifikanten Erhdhung der T-Zell-Proliferation. Im
Vergleich zu Wildtyp-Zellen konnte eine Steigerung der T-Zell-Proliferation von 35 %
beobachtet werden. Somit scheint im Unterschied zu DCs, das Fehlen der ASM-

Aktivitat in T-Zellen die Proliferation zu begunstigen.
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Die Reorganisation des Aktinzytoskeletts ist fur eine Vielzahl von T-Zell-Funktionen
wie Polarisierung, Adhasion, Migration sowie die Ausbildung einer IS von Bedeutung
(Billadeau et al, 2007; Burkhardt et al, 2008; Samstag et al, 2003). Neben ihrer
etablierten Funktion bei der Induktion von Apoptose und der Regulation des
Zellzyklus wurde in verschiedenen Studien beschrieben, dass Ceramide in der Lage
sind die Zytoskelettdynamik von Zellen zu beeinflussen (Di Bartolomeo & Spinedi,
2002; Gupta et al, 2001; Hu et al, 2005; Panigone et al, 2001; Zeidan et al, 2008).
Ceramide werden de novo synthetisiert oder sie entstehen durch die Hydrolyse von
komplexeren Sphingolipiden wie SM, welche durch SMasen katalysiert wird
(Marchesini & Hannun, 2004). In vorherigen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass
der Kontakt von T-Zellen mit MV die Aktivierung von SMasen und die nachfolgende
Generierung von Ceramiden auf der Oberflache der Zellen induziert. Zudem konnte
die Unfahigkeit MV-kontaktierter T-Zellen morphologisch zu polarisieren direkt auf die
durch MV-induzierte Ceramidgenerierung zuruckgefuhrt werden (Gassert et al,
2009). Die Induktion von Ceramiden stellt somit ein mdgliches T-Zell-
modulatorisches Prinzip dar, weshalb in der vorliegenden Arbeit der generelle
Einfluss von Ceramiden auf verschiedene Prozesse im Verlauf der T-Zell-Aktivierung

untersucht wurde.

5.1 Einfluss von Ceramiden auf die Zytoskelettdynamik von T-Zellen

Um die Bedeutung von Ceramiden fur die Zytoskelettdynamik von T-Zellen zu
untersuchen, wurde zunachst der Einfluss von Ceramiden auf Polarisierung und
Migration von T-Zellen analysiert. Die in dieser Arbeit dargestellten Befunde zeigen,
dass neben der MV-induzierten Ceramidgenerierung auch die exogene Akkumulation
von Ceramiden mit der chemokininduzierten Zytoskelettreorganisation von T-Zellen
interferiert. Der Uberwiegende Anteil ceramidmodifizierter T-Zellen war nicht in der
Lage einen polarisierten Phanotyp mit klar erkennbarem leading edge und Uropod

auf FN auszubilden. Zudem wurde in diesen Zellen eine abweichende Verteilung des
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Uropodmarkers CD43 beobachtet (Abb. 4.3). Da die morphologische Polarisierung
der Zellen eine entscheidende Voraussetzung fur deren gerichtete Bewegung
darstellt, wurde in Ubereinstimmung mit diesem Ergebnis auch eine verminderte T-

Zell-Chemotaxis infolge der Akkumulation von Ceramiden beobachtet (Abb. 4.7).

Im Gegensatz zu den in dieser Arbeit gezeigten Daten beeinflusste die Inkubation
von Neutrophilen mit C,4-Ceramid weder die Beweglichkeit noch die gerichtete
Bewegung der Zellen (Sitrin et al, 2011). Neben zellspezifischen Unterschieden ist
diese abweichende Beobachtung mdglicherweise auf die Ceramidspezies bzw. die
Ceramidkonzentration zuruckzufuhren, die in der Arbeit von Sitrin et al verwendet
wurde (7,7 uM Cy4-Ceramid anstelle von 50 uM Cqs-Ceramid). In der vorliegenden
Arbeit konnte gezeigt werden, dass die verminderte T-Zell-Chemotaxis infolge der
Inkubation mit bSMase mit der verwendeten bSMase-Konzentration korreliert (Abb.
4.6). Infolgedessen ware auch eine Konzentrationsabhangigkeit fur C4s-Ceramid zu
erwarten, so dass in der Arbeit von Sitrin et al moglicherweise zu geringe
Ceramidmengen eingesetzt wurden. Darlber hinaus ist nicht auszuschliel3en, dass
verschiedene Ceramidspezies die Chemotaxis von Zellen in unterschiedlicher Weise
beeinflussen. In Neutrophilen fuhrte vielmehr die Inhibierung der NSM-Aktivitat zu
einer verminderten Chemotaxis der Zellen (Sitrin et al, 2011). Die Bedeutung der
NSM-Aktivitat fur die Chemotaxis von T-Zellen wurde in dieser Arbeit nicht direkt
untersucht. Es ist jedoch nicht auszuschlie3en, dass der Ceramidlevel in T-Zellen
einer strikten Regulation bedarf und sowohl die Erhéhung als auch die Erniedrigung
des Ceramidpools in der Plasmamembran mit der chemotaktischen Bewegung der

Zellen interferiert.

Zusatzlich zur verminderten T-Zell-Chemotaxis wurde in der vorliegenden Arbeit
auch eine reduzierte Beweglichkeit ceramidmodifizierter Zellen in Antwort auf
SDF-1a nachgewiesen (Abb.4.10). Die Migration der Zellen wurde mittels eines
under agarose assays analysiert. In diesem Assay verwenden Leukozyten einen
Migrationsmodus, der unabhangig von der integrinvermittelten Anbindung an das
Substrat ist, weshalb die Bewegung der Zellen im Wesentlichen durch die
Polymerisation von Aktinflamenten angetrieben wird (Lammermann & Sixt, 2009).
Die Ergebnisse des under agarose assays zeigen, dass ceramidmodifizierte Zellen
im Vergleich zu den Kontrollzellen wesentlich kirzere Strecken zurucklegen, was

folglich in einer reduzierten Geschwindigkeit der Zellen resultiert. Diese Befunde
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zeigen erneut, dass Ceramide mit der chemokininduzierten Reorganisation des
Aktinzytoskeletts interferieren, da ein kontinuierlicher Aktinfluss aufrechterhalten

werden muss, um die Bewegung der Zellen zu gewahrleisten.

Die dynamische Reorganisation des Aktinzytoskeletts bedarf sowohl der Aktivitat
aktinpolymerisierender als auch -depolymerisierender Faktoren. In Ubereinstimmung
damit konnte in der Arbeit von Klemke et al gezeigt werden, dass die Expression des
aktinbindenden Proteins Cofilin, welches Aktinstrange durchtrennt und somit neue,
freie Plusenden fur die erneute Polymerisation von Aktinflamenten schafft, fur die
3D-Migration von T-Zellen notwendig ist (Klemke et al, 2010). Zudem wurde in der
Arbeit von Klemke et al beschrieben, dass die Aktivitat von Cofilin infolge der T-Zell-
Stimulation mit SDF-1a. durch die Ras-vermittelte Aktivierung von MEK reguliert wird.
MEK wiederum inhibiert die Aktivitat der LIM-Kinase (LIMK), welche Serin 3 in Cofilin
phosphoryliert und damit das Protein inaktiviert. Aktives Ras wurde in migrierenden
T-Zellen Uberwiegend im leading edge detektiert, folglich wurden auch geringere
Mengen phosphorylierten Cofilins im leading edge im Vergleich zum distalen Bereich
der Zelle gefunden (Klemke et al, 2010). Die Dephosphorylierung und damit
Aktivierung von Cofilin wird u.a. durch die slingshot Phosphatase bzw. PP1 und
PP2A vermittelt (Ambach et al, 2000; Samstag et al, 2003). Da bereits beschrieben
wurde, dass Ceramide die Aktivierung von PP1 bzw. PP2A induzieren (Ruvolo,
2003), stellt dies einen interessanten Mechanismus dar, wie Ceramide die Aktivitat
von Cofilin beeinflussen kdnnten. Eine erhdhte Aktivitdt von Cofilin durch die
ceramidvermittelte Aktivierung von PP1 oder PP2A konnte in einer verstarkten
Depolymerisation von Aktinfilamenten und somit in einer gestdrten Migration der
Zellen resultieren. Ob die Induktion von Ceramiden zu einer veranderten Regulation
von Cofilin in T-Zellen flhrt, wurde in dieser Arbeit nicht untersucht. Dies ware jedoch
eine interessante Fragestellung, da auch in MV-kontaktierten T-Zellen eine

gesteigerte Aktivierung von Cofilin beobachtet wurde (Muller et al, 2006).

Infolge der Chemokinstimulation von T-Zellen werden unterschiedliche Signalwege
innerhalb der Zelle aktiviert, was in Polarisierung und Migration der Zellen in
Richtung des Chemokingradienten resultiert (Thelen & Stein, 2008). Die in dieser
Arbeit dargestellten Ergebnisse lassen keine eindeutige Beschreibung der Ereignisse
zu, wie Ceramide mit Polarisierung und Migration von T-Zellen interferieren, die

Oberflachenexpression des Chemokinrezeptors CXCR4 ist jedoch infolge der
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Akkumulation von Ceramiden nicht verandert (Abb. 4.12). Es kann allerdings nicht
ausgeschlossen werden, dass Ceramide die Lokalisation des Rezeptors
beeinflussen und dadurch das CXCR4-Signal beeintrachtigen. Ceramide verandern
die biophysikalischen Eigenschaften von Membranen, da sie innerhalb der Membran
zu ceramidreichen Membrandomanen kondensieren (Holopainen et al, 1998;
Kolesnick et al, 2000; Nurminen et al, 2002). Daruber hinaus beeinflussen Ceramide
die Struktur von lipid rafts, da sie das Cholesterol aus diesen Membrandomanen
verdrangen (Megha & London, 2004; Rouquette-Jazdanian et al, 2007). Obwohl die
Assoziation von CXCR4 mit lipid rafts kontrovers diskutiert wird, konnten
verschiedene Studien die Lokalisation des Rezeptors innerhalb von lipid rafts
nachweisen (Kozak et al, 2002; Manes et al, 2000; Nguyen & Taub, 2002; Nguyen &
Taub, 2003; Percherancier et al, 2003; Popik et al, 2002). Der Einfluss von
Ceramiden auf die Organisation dieser Membrandomanen konnte demnach auch
Konsequenzen flir die Lokalisation des Chemokinrezeptors haben und somit die
Signalweiterleitung des Rezeptors beeintrachtigen. Zudem wurde in der Literatur
beschrieben, dass Cholesterol fur Chemokinbindung und Signalweiterleitung des
Rezeptors notwendig ist (Ablan et al, 2006; Nguyen & Taub, 2002; Nguyen & Taub,
2003). In den Arbeiten von Nguyen et al konnte gezeigt werden, dass die Depletion
bzw. Oxidation von Cholesterol in einer verminderten Bindung von SDF-1a. an den
Rezeptor resultiert, was auf eine konformationelle Anderung des Rezeptors
zuruckzufuhren ist. Funktionell werden dadurch Calcium-Einstrom und Chemotaxis
der Zellen in Antwort auf SDF-1a gestort. Demnach ware Cholesterol nicht
ausschlieBlich fur die Assoziation des Rezeptors mit lipid rafts erforderlich, sondern
der Rezeptor wird durch die Wechselwirkung mit Cholesterol in einer aktiven
Konformation gehalten. Es scheint allerdings unwahrscheinlich, dass die in der
vorliegenden Arbeit beobachteten Effekte auf eine konformationelle Anderung des
Rezeptors zurlckzufuhren sind, da der in Abb. 4. 12 verwendete CXCR4-Antikorper

ein konformationelles Epitop erkennt.

In Ubereinstimmung mit der Unféhigkeit morphologisch zu polarisieren wurde infolge
der Chemokinstimulation von T-Zellen auch eine abweichende Verteilung von
CXCR4 sowie intrazellularer Signalproteine in ceramidmodifizierten Zellen
beobachtet (Abb. 4.13-4.14). Es ist in der Literatur beschrieben, das G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren (GPCR) wie CCR2, CCR5 und CXCR4 in polarisierten
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T-Zellen im Bereich des leading edge akkumulieren, wobei die Polarisierung des
Rezeptors durch die Chemokinstimulation induziert wird (Nieto et al, 1997; Samstag
et al, 2003). Eine Polarisierung des CXCR4-Rezeptors konnte infolge der
Akkumulation von Ceramiden nicht nachgewiesen werden (Abb. 4.13), was darauf
hindeutet, dass Ceramide mit dem CXCR4-Signal interferieren. Neben der
Lokalisation von CXCR4 war gleichermal3en die Verteilung intrazellularer Proteine
infolge der Akkumulation von Ceramiden gestort (Abb 4.14). In dieser Arbeit wurde
die Verteilung von PI3K, SHIP, pAkt und pERM-Proteinen untersucht. In polarisierten
T-Zellen akkumulieren pERM-Proteine im Uropod der Zellen, wohingegen PI3K,
SHIP und pAkt vermehrt im leading edge der Zellen lokalisiert sind. In
ceramidmodifizierten Zellen wurde jedoch keine Relokalisation der Proteine in
distinkte Bereiche der Zelle detektiert.

Unabhangig von der Lokalisation des Rezeptors konnten Ceramide auch
intrazellulare Signalwege beeinflussen, die infolge der Stimulation des Rezeptors
aktiviert werden. Rac gilt als wesentlicher Faktor fir die Ausbildung von
Lamellipodien, weshalb die Rac-vermittelte Polymerisation von Aktinfilamenten flr
die T-Zell-Polarisierung essentiell ist (Etienne-Manneville & Hall, 2002; Vicente-
Manzanares & Sanchez-Madrid, 2004). Die Aktivierung von Rac infolge der
Stimulation von Chemokinrezeptoren wird hauptsachlich durch den RacGEF DOCK-2
vermittelt (Fukui et al, 2001; Nombela-Arrieta et al, 2007). Darlber hinaus reguliert
der Par polarity complex (Par: partition-defective) bestehend aus Par3, Par6 und
PKCZ die chemokininduzierte Polarisierung von T-Zellen. Dieser Komplex ist im
leading edge lokalisiert und wird durch die Aktivitat von Cdc42 induziert (Gerard et al,
2007). Die Expression einer dominant-negativen Mutante von Cdc42 verhindert
ebenso wie die Uberexpression einer Kinase-inaktiven Mutante von PKC( die
Polarisierung von T-Zellen (Gerard et al, 2007; Real et al, 2007). Die Arbeit von Real
et al zeigt, dass durch die Uberexpression einer inaktiven PKC¢-Mutante die
Ausbildung eines Uropods in Antwort auf CCL-19 inhibiert wird. Akkumulationen von
F-Aktin wurden jedoch in allen Bereichen der Zellen gefunden, ein Phanotyp, der
dem in dieser Arbeit beobachteten Phanotyp ceramidmodifizierter Zellen sehr ahnelt.
Die Akkumulation von Ceramiden verhindert zwar die chemokininduzierte
Polarisierung der Zellen auf FN, jedoch ist in einigen Zellen (vor allem nach Cie-

Inkubation) die Ausbildung von mehreren Membranauslaufern zu beobachten, was
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darauf hindeuten koénnte, dass die initiale Polymerisation von Aktinfilamenten
stattfindet, die Zellen jedoch nicht in der Lage sind ein Lamellipodium zu stabilisieren.
Eine verminderte PKCZ-Aktivitat infolge der Akkumulation von Ceramiden erscheint
allerdings unwahrscheinlich, da die ceramidvermittelte Aktivierung der Kinase in
unterschiedlichen Zelltypen beschrieben wurde (Bourbon et al, 2002; Ruvolo, 2003;
van Blitterswijk et al, 2003). Ceramide beeinflussen jedoch mdglicherweise die
Lokalisation der Kinase bzw. die Regulation weiterer, essentieller Proteine (u.a. Rho-
GTPasen), wodurch die T-Zell-Polarisierung unterbunden wird. Interessanterweise
konnte in MV-kontaktierten T-Zellen eine verminderte TCR-induzierte Aktivierung der
GTPasen Cdc42 und Rac gezeigt werden (Mdlller et al, 2006), allerdings ist derzeit
nicht bekannt, ob die Aktivitat der Proteine gleichermalen infolge der Stimulation mit
Chemokinen beeintrachtigt wird. Da die verminderte Polarisierung MV-kontaktierter
T-Zellen auf die MV-induzierte Ceramidgenerierung zurlckzufuhren ist, ware dies
jedoch einen moglicher Mechanismus, wie Ceramide mit der Polarisierung von

T-Zellen interferieren.

Zusatzlich zur veranderten Lokalisation von Oberflachenproteinen und intrazellularen
Molekilen konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Ceramide mit dem
Aktivierungsstatus von Akt und ERM-Proteinen interferieren (Abb. 4.15-4.16). Infolge
der Akkumulation von Ceramiden wurde eine verminderte Phosphorylierung von Akt
nach Chemokin- bzw. CD3/CD28-Stimulation detektiert (Abb 4.16). Fuir
unterschiedliche Zelllinien wurde bereits beschrieben, dass Ceramide durch die
Aktivierung von PKC( bzw. PP2A die Aktivitat von Akt negativ regulieren (Blouin et
al, 2010; Bourbon et al, 2002; Dey et al, 2007; Doornbos et al, 1999; Fox et al, 2007;
Hajduch et al, 2008; Mao et al, 2000). Die Phosphorylierung der Akt-Kinase wird
durch die Aktivierung der PI3K und die nachfolgende Generierung von PIP3
induziert. PIP3 ermdglicht die Rekrutierung von PH-Domanen-enthaltenden
Proteinen wie Akt zur Plasmamembran, woraufhin Akt durch die Aktivitat von PDK1
phosphoryliert wird (Harris et al, 2008). Die verminderte Phosphorylierung von Akt ist
mdglicherweise darauf zurickzuflihren, dass Ceramide die Rekrutierung von Akt in
bestimmte Signalcluster verhindern. Ein solcher Mechanismus wurde u.a. in
Adipozyten beschrieben (Hajduch et al, 2008). In der Arbeit von Hajduch et al wird
das Model postuliert, dass Ceramide die Rekrutierung von PKCZ und Akt in Caveolin-

reiche Membrandomanen vermitteln, wodurch die Phosphorylierung von Akt durch
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PDK1 in weniger strukturierten Bereichen der Membran verhindert wird. Zudem wird
die Phosphatase PTEN in Caveolin-reiche Membrandomanen rekrutiert, wodurch
zusatzlich die Aktivierung von Akt unterbunden wird. Die Aktivierung von Akt ist zum
einen fir die Regulation des Zellzyklus von Bedeutung, zum anderem wurde in der
Literatur beschrieben, dass Akt durch die Wechselwirkung mit Adaptorproteinen wie
Girdin die Aktindynamik von Zellen reguliert und somit die Migration von Zellen
beeinflusst (Stambolic & Woodgett, 2006). Ob die ceramidinduzierten Effekte auf die
Zytoskelettdynamik von T-Zellen auf die verminderte Phosphorylierung von Akt

zuruckzufihren sind bleibt jedoch Gegenstand weiterer Untersuchungen.

Neben der verminderten Phosphorylierung von Akt wurde auch eine veranderte
Regulation von ERM-Proteinen beobachtet. Die Akkumulation von Ceramiden flhrte
zu einer verminderten Phosphorylierung und damit Inaktivierung von Ezrin,
wohingegen ein geringerer Einfluss auf die Phosphorylierung von Moesin detektiert
wurde (Abb. 4.15). Der Einfluss von Ceramiden auf die Aktivierung von Ezrin ist in
Ubereinstimmung mit der Studie von Zeidan et al, in der nach Inkubation von MCF-7-
Zellen mit Cqg-Ceramid bzw. bSMase ebenfalls eine reduzierte Ezrin-
Phosphorylierung beobachtet wurde (Zeidan et al, 2008). In dieser Arbeit konnte
weiterhin gezeigt werden, dass die Behandlung der Zellen mit dem
Chemotherapeutikum Cisplatin gleichermalten die Phosphorylierung von Ezrin
beeinflusst, was auf die ASM-vermittelte Ceramidgenerierung und nachfolgende
Aktivierung der Phosphatase PP2A zuruckzufuhren ist. Die Inkubation der Zellen mit
Cisplatin resultierte zudem in einem Verlust von Membranextensionen sowie einer
verminderten Migration der Zellen. Diese Effekte konnten jedoch durch die
Uberexpression einer konstitutiv aktiven Variante von Ezrin aufgehoben werden,
wodurch die Notwendigkeit der Ezrin-Aktivierung fur die Migration der Zellen deutlich
wird. Ob der fur MCF-7-Zellen beobachtete Mechanismus der Ezrin-
Dephosphorylierung auch fur T-Zellen zutrifft, wurde in dieser Arbeit nicht untersucht.
Zudem wurde kein direkter Zusammenhang zwischen der reduzierten Ezrin-
Phosphorylierung und der verminderten Migration von T-Zellen infolge der
Akkumulation von Ceramiden erbracht. In mehreren Studien wurde jedoch bereits die
Bedeutung der Ezrin-Aktivierung flr Polarisation und Migration von Zellen
beschrieben (Lee et al, 2004; Li et al, 2007b; Prag et al, 2007). Die Beobachtung,
dass die Uberexpression einer konstitutiv aktiven Variante von Ezrin die Migration

von T-Zellen sogar fordert, legt die Vermutung nahe, dass die beobachteten Effekte
115



5 Diskussion

von Ceramiden auf T-Zell-Polarisierung und —Migration, zumindest teilweise, durch
die Inaktivierung von Ezrin vermittelt werden (Lee et al, 2004; Li et al, 2007b). Der
Einfluss von Ceramiden auf die Phosphorylierung von ERM-Proteinen konnte
darUber hinaus fur die T-Zell-Aktivierung von Bedeutung sein, da die koordinierte
Regulation von ERM-Proteinen fur die Ausbildung der IS, den Calcium-Einstrom
sowie die IL-2-Produktion notwendig ist (Faure et al, 2004; llani et al, 2007; Shaffer
et al, 2009).

In einer neueren Studie von Canals et al konnte gezeigt werden, dass verschiedene
Sphingolipide die Aktivitat von ERM-Proteinen in unterschiedlicher Weise regulieren.
Wahrend Ceramide die Aktivitdt von ERM-Proteinen negativ regulieren, fuhrt die
Generierung von S1P zu einer Hyperphophorylierung von ERM-Proteinen (Canals et
al, 2010). Zudem wurde in dieser Arbeit beschrieben, dass die Inaktivierung von
ERM-Proteinen direkt durch Ceramide vermittelt wird und nicht auf eine Reduktion
des SM-Pools zuruckzufuhren ist. Dies lasst vermuten, dass auch in T-Zellen die
Dephosphorylierung von Ezrin durch Ceramide vermittelt wird. Ceramide stellen
jedoch ein zentrales Intermediat des Sphingolipidstoffwechsels dar. Ceramide
konnen durch die Aktivtat unterschiedlicher Enzyme in SM oder komplexere
Sphingolipide metabolisiert werden. Ceramidasen bewirken die Umwandlung von
Ceramid zu Sphingosin. Durch die Aktivitdt von Proteinkinasen entstehen aus
Ceramid und Sphingosin C1P und S1P, welche ebenfalls zu den biologisch aktiven
Sphingolipiden gehdren (Bartke & Hannun, 2009). Es kann daher nicht eindeutig
geschlussfolgert werden, ob die in dieser Arbeit beobachteten Effekte ausschlieRlich
durch die Akkumulation von Ceramiden induziert werden. Gleichermal3en kénnte die
Generierung anderer Sphingolipidspezies Ursache fur die beobachteten Effekte sein.
Eine Erhohung des S1P-Pools scheint jedoch eher unwahrscheinlich, da S1P als
Gegenspieler von Ceramiden gilt und die Migration bzw. die Proliferation von Zellen
fordert (Hannun & Obeid, 2008).

In der Literatur wurde bereits mehrfach beschrieben, dass Ceramide in der Lage sind
die Adharenz unterschiedlicher Zelltypen negativ zu beeinflussen, wobei die
verminderte Adharenz der Zellen meist auf eine veranderte Oberflachenexpression
von Integrinen zuruckzufuhren ist (Feldhaus et al, 2002; Hu et al, 2005; Lee et al,
2010; Panigone et al, 2001). In Ubereinstimmung mit diesen Daten konnte in dieser

Arbeit ebenfalls eine reduzierte Adharenz ceramidmodifizierter T-Zellen an FN bzw.
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ICAM-1 gezeigt werden (Abb. 4.4-4.5). Folglich wird sowohl die $1- als auch die 2-
integrinvermittelte Adharenz von T-Zellen durch die Akkumulation von Ceramiden
gestort. Eine verminderte Oberflachenexpression von p1-Integrinen bzw. LFA-1
konnte infolge der Akkumulation von Ceramiden jedoch nicht nachgewiesen werden,
so dass anzunehmen ist, dass Ceramide mit der Integrinaktivierung interferieren. Es
gibt zwei Mechanismen, die bei der Integrinaktivierung eine Rolle spielen: zum einen
wird durch eine Konformationsanderung der Integrine die Affinitat fir den Liganden
erhdht, zum anderen wird bewirkt das Clustering von Integrinen eine Steigerung der
Aviditat (Hogg et al, 2003). Die Adharenz ceramidmodifizierter Zellen an FN wurde in
der Anwesenheit von Mn?*-lonen untersucht. Durch die Zugabe divalenter lonen wird
in vitro der Wechsel von der niederaffinen zur hochaffinen Integrinkonformation
induziert (Hogg et al, 2003), so dass die in dieser Arbeit dargestellten Befunde die
Vermutung nahe legen, dass ceramidmodifizierte Zellen nicht in der Lage sind diese
Konformationsanderung zu vollziehen. Es ist jedoch nicht auszuschlielen ist, dass
Ceramide die Integrinaktivierung beeintrachtigen, indem sie das Clustering von
Integrinrezeptoren beeinflussen. Das TCR-induzierte Clustering von
Integrinrezeptoren bedarf der Reorganisation des Zytoskeletts, da die
Integrinbindung an das Zytoskelett zunachst gelost werden muss, um die laterale
Beweglichkeit der Molekule zu ermoglichen (Barreiro et al, 2007). Da, wie in dieser
und in vorherigen Arbeiten gezeigt, Ceramide die stimulationsabhangige
Zytoskelettreorganisation von T-Zellen beeintrachtigen (Gassert et al, 2009), kénnte
somit auch das Clustering von Integrinmolekulen infolge der Akkumulation von
Ceramiden gestort werden. Zudem ist in der Literatur bekannt, dass durch Interaktion
von Integrinen mit aktinbindenden Proteinen wie Talin die Integrinaktivierung reguliert
wird (Tadokoro et al, 2003).

Neben der exogenen Akkumulation von Ceramiden wurde zudem der Einfluss der
MV-induzierten Ceramidgenerierung auf Chemotaxis und Migration der Zellen
untersucht. Uberraschenderweise ist die jedoch chemotaktische Aktivitat in Antwort
auf SDF-1a von MV-kontaktierten Zellen im Vergleich zu MOCK-behandelten Zellen
nicht verandert (Abb. 4.8). Dies steht im Gegensatz zur verminderten Chemotaxis,
die nach Akkumulation von Ceramiden durch bSMase bzw. C+s beobachtet wurde.
Die beobachteten Unterschiede sind mdglicherweise auf eine geringere

Ceramidinduktion infolge des MV-Kontaktes zuruckzufuhren, allerdings wurde der
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Ceramidlevel auf der Zelloberflache nach MV-Kontakt bzw. bSMase- oder Cis-
Inkubation nicht verglichen. Die Beobachtung, dass die verminderte T-Zell-
Chemotaxis von der verwendeten bSMase-Dosis abhangig ist (Abb 4.6), unterstutzt
jedoch die Vermutung, dass nicht ausreichende Mengen an Ceramiden infolge des
MV-Kontaktes generiert werden, um einen Effekt auf die Chemotaxis der Zellen zu
beobachten. Zudem konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass noch 1 h nachdem
die Zellen mit bSMase inkubiert wurden der Ceramidlevel auf der Oberflache der
Zellen leicht erhoht ist (Abb. 4.1). Infolge des MV-Kontaktes wird das Basisniveau

nach etwa 20 min bis 30 min wieder hergestellt (Gassert et al, 2009).

Im Gegensatz zu diesen Befunden zeigten MV-kontaktierte Zellen im under agarose
assay eine verringerte Beweglichkeit im Vergleich zu MOCK-behandelten Zellen.
Dieser Effekt ist zudem auf die MV-induzierte Generierung von Ceramiden
zuruckzufihren, da Zellen, in denen die ASM-Aktivitat vor MV-Kontakt
pharmakologisch inhibiert wurde, annahernd identische Geschwindigkeiten wie
MOCK-behandelte Zellen aufwiesen. Dies ist in Ubereinstimmung mit der
Beobachtung, dass die MV-induzierten Effekte auf die T-Zell-Polarisierung ebenfalls
durch Ceramide vermittelt werden (Gassert et al, 2009). Die Induktion von
Ceramiden stellt somit einen Mechanismus dar, wie MV mit der Zytoskelettdynamik
von T-Zellen interferiert. Das unterschiedliche Migrationsverhalten MV-kontaktierter
Zellen im Chemotaxisassay im Vergleich zum under agarose assay ist
maoglicherweise darauf zurlckzufiuhren, dass im under agarose assay die Bewegung
der Zellen allein durch die Polymerisation von Aktinfilamenten angetrieben wird. So
sind die Ceramid-induzierten Effekte auf die Zytoskelettdynamik von T-Zellen in
diesem Assay moglichweise starker ausgepragt als in einem Transwell-Filtersystem,
in dem Aktin-Myosin-vermittelte Kontraktionen des Zellkorpers die treibende Kraft fur
die Bewegung darstellen. Geht man davon aus, dass durch den Kontakt mit MV
geringere Ceramidmengen induziert werden als durch die Inkubation mit bSMase
oder Cqe-Ceramid, waren diese zwar ausreichend, um eine verminderte
Beweglichkeit im under agarose assay zu beobachten, die Migration im Transwell-

Filtersystem bleibt jedoch unverandert.

Neben der ceramidinduzierten Dephosphorylierung von ERM-Proteinen (Abb. 4.15)
fuhrt auch der Kontakt mit MV zu einer verminderten Aktivierung von Ezrin und
Moesin (Muller et al, 2006). Ob die verminderte ERM-Phosphorylierung nach MV-
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Kontakt durch die MV-induzierte Generierung von Ceramiden vermittelt wird, wurde
in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht. Dies ware jedoch eine interessante
Fragestellung, da die verminderte Phosphorylierung von ERM-Proteinen einen
mdglichen Mechanismus darstellt, wie Ceramide mit Polarisierung und Migration der

Zellen interferieren.

5.2 Rolle von Ceramiden fur Aktivierung und Proliferation von T-Zellen

Die Ausbildung einer IS zwischen DCs und T-Zellen ist ein wesentlicher Schritt im
Verlauf der T-Zell-Aktivierung. Die Bedeutung der Ceramidinduktion fir die
Konjugatbildung wurde jedoch bisher noch nicht untersucht. Die in dieser Arbeit
dargestellten Ergebnisse zeigen, dass Ceramide nicht an der Kontaktflache zwischen
DC und T-Zelle akkumulieren, sondern vielmehr von der Kontaktstelle
ausgeschlossen werden (Abb. 4.17). Die Analyse von T-Zellen, welche mit
a—CD3/a—CD28-beschichteten Mikroklgelchen stimuliert wurden, bestatigt dieses
Ergebnis, da auch in diesem Ansatz keine Ceramidanreicherungen im Bereich der
Kontaktstelle detektiert wurden (Abb. 4.18). Dies deutet darauf hin, dass Ceramide
mdglicherweise die Signalweiterleitung bzw. die Zusammenlagerung von
Signalkomplexen an der Kontaktstelle negativ beeinflussen, weshalb ceramidreiche
Doméanen aus der Synapse ausgeschlossen werden. In Ubereinstimmung damit
findet zwar eine Polarisierung ASM-enthaltender, vesikularer Kompartimente zur
Synapse statt, diese scheinen jedoch nicht mit der Plasmamembran zu fusionieren
(Abb. 4.19). Infolge der Uberexpression einer HA-getaggten ASM in T-Zellen, wurde
die gleiche Verteilung von ASM in Konjugaten beobachtet, so dass eine

unspezifische Bindung des Antikdrpers ausgeschlossen werden kann (Abb. 4.19).

Obwohl die Ceramidverteilung innerhalb von Konjugaten vermuten lasst, dass
Ceramide die Synapsenbildung negativ beeinflussen, wird die Architektur der
Synapse durch die Induktion von Ceramiden auf T-Zellen nicht verandert, da eine
normale Verteilung von CD3 und des MTOC in DC/T-Zell-Konjugaten beobachtet
wurde (Abb. 4.20). Somit scheint das unmittelbare TCR-Signal infolge der Induktion
von Ceramiden nicht verandert zu sein, da fur die Translokation des MTOC zur

Synapse TCR-vermittelte Tyrosin-Phosphorylierungen sowie die Aktivierung von src-
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Kinasen, Lck, Fyn und ZAP-70 notwendig sind (Blanchard et al, 2002; Lowin-Kropf et
al, 1998; Martin-Cofreces et al, 2006). In Ubereinstimmung damit fiihrte auch die
Inkubation von Jurkat-Zellen mit bSMase zu keiner veranderten TCR-induzierten
Tyrosin-Phosphorylierung (Rouquette-Jazdanian et al, 2007). Diese Daten sind
insofern Uberraschend, da, wie in dieser Arbeit gezeigt, die chemokininduzierte
Polarisierung von T-Zellen durch die Akkumulation von Ceramiden beeintrachtigt
wird (Abb. 4.3). Hingegen wird die Polarisierung der Zellen infolge eines spezifischen
Kontaktes mit DCs durch die Akkumulation von Ceramiden nicht verandert. Diese
Unterschiede sind moglicherweise auf die unterschiedliche Bedeutung von lipid rafts
fur das CXCR4- bzw. TCR-Signal zurickzufthren. In APC/T-Zell-Konjugaten wurden
zwar hoher strukturierte Membranbereiche innerhalb des pSMACs beschrieben
(Owen et al, 2010), die Bildung von TCR-Mikroclustern bzw. des cSMACs findet
jedoch unabhangig von lipid rafts statt (Hashimoto-Tane et al, 2010). Zudem konnte
in der Arbeit von Rouquette-Jazdanian gezeigt werden, dass raft-Marker wie Lck,
Lat, CD55 oder GM1 in der Lage sind an ceramidreiche/cholesterolarme
Membrandomanen zu binden und dass das unmittelbare TCR-Signal durch die
Depletion des Cholesterols nicht beeintrachtigt wird. Hingegen ist fir das CXCRA4-
Signal das Vorhandensein von Cholesterol essentiell (Ablan et al, 2006; Nguyen &
Taub, 2002; Nguyen & Taub, 2003). Da Ceramide in der Lage sind die Struktur von
lipid rafts zu verandern, indem sie das Cholesterol aus diesen Membranbereichen
verdrangen (Megha & London, 2004; Rouquette-Jazdanian et al, 2007), ware dies
ein moglicher Mechanismus, wie Ceramide zwar das CXCR4-Signal beeintrachtigen,

das unmittelbare TCR-Signal jedoch unverandert bleibt.

Zusatzlich zur normalen Verteilung von IS-Molekulen wird auch die Konjugatfrequenz
infolge der Induktion von Ceramiden nicht beeinflusst, unabhangig davon, ob DCs
oder T-Zellen mit bSMase vorbehandelt wurden oder ob das Enzym direkt zur
Kokultur gegeben wurde (Abb. 4.21-4.22). Dies scheint im Widerspruch zur
verminderten Adharenz ceramidmodifizierter T-Zellen an ICAM-1 zu stehen (Abb.
4.5), allerdings wurde in dieser Arbeit allein die Bedeutung der Ceramidgenerierung
fur die Interaktion von LFA-1 und ICAM-1 untersucht. Die verminderte Bindung von
LFA-1 an ICAM-1 wird in DC/T-Zell-Konjugaten mdglicherweise durch die Interaktion
anderer Adhasionsmolekule mit ihren jeweiligen Bindungspartnern kompensiert,
beispielsweise CD2/LFA-3. Der unterschiedliche Einfluss von Ceramiden auf Zell-

Substrat- bzw. Zell-Zell-Interaktion wurde auch fur Neutrophile beschrieben. Die
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Inkubation von Neutrophilen mit SMase flhrte zwar zu einer verminderten Adharenz
der Zellen an Gelatine, welche durch B2-Integrine vermittelt wird, das Clustering von
Neutrophilen nach PMA- oder fMLP-Stimulation blieb infolge der Inkubation mit
bSMase jedoch unverandert (Feldhaus et al, 2002).

Neben der Induktion von Ceramiden hatte auch die pharmakologische Inhibierung
der ASM- oder NSM-Aktivitat in T-Zellen bzw. der genetische Knockout von ASM in
DCs oder T-Zellen keinen Einfluss auf die Konjugatfrequenz (Abb. 4.23-4.24). Dies
ist in Ubereinstimmung mit der Studie von Herz et al, in der die Konjugatfrequenz
zwischen ASM” CD8" T-Zellen und den Zielzellen im Vergleich zur Konjugatfrequenz
zwischen Wildtypzellen und den Zielzellen ebenfalls nicht verandert war, allerdings
handelt es sich dabei um die Ausbildung einer zytotoxischen Synapse. Darlber
hinaus konnte in der Arbeit von Herz et al gezeigt werden, dass die fehlende ASM-
Aktivitat in T-Zellen die initiale Ausbildung der zytotoxischen Synapse nicht
beeinflusst, da eine normale Verteilung von Talin in diesen Konjugaten detektiert
wurde und die zytoplasmatischen Granula der Zellen zur Kontaktflache polarisieren.
Die ASM-Aktivitat ist jedoch fiir die Funktionalitat der Konjugate notwendig, da ASM™
CD8" T-Zellen nicht in der Lage waren den Inhalt der Granula zu entleeren, wodurch

die zytotoxische Aktivitat der Zellen vermindert wird (Herz et al, 2009).

Obwohl Ceramide die Konjugatfrequenz und die Lokalisation von CD3 bzw. des
MTOC nicht verandern, wird jedoch die Funktionalitdt der Konjugate durch die
Akkumulation von Ceramiden beeintrachtigt, da infolge der Akkumulation von
Ceramiden ein verminderter Calcium-Einstrom sowie eine reduzierte Proliferation von
T-Zellen nachgewiesen wurde (Abb. 4.26-4-27). Es ist in der Literatur beschrieben,
dass T-Zellen Orai1 und Stim1 zur Kontaktstelle translozieren, wodurch ein lokaler
Calcium-Einstrom an der Synapse vermittelt wird (Lioudyno et al, 2008). In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch die Akkumulation von
Ceramiden die Translokation von Orai1 und Stim1 zur Synapse beeintrachtigt wird
(Abb. 4.25). Daruber hinaus wurde ein verminderter Calcium-Einstrom in DC/T-Zell-
Konjugaten infolge der Induktion von Ceramiden detektiert (Abb. 4.26). Dies ist in
Ubereinstimmung mit Studien, die belegen, dass Ceramide mit der Aktivitat von
Calcium-Kanalen interferieren. Es konnte bereits mehrfach gezeigt werden, dass
sowohl die stimulationsabhangige Induktion von Ceramiden als auch die exogene

Akkumulation von Ceramiden mit dem Calcium-Einstrom in T-Zellen interferiert
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(Church et al, 2005; Lepple-Wienhues et al, 1999; Rouquette-Jazdanian et al, 2007).
In murinen APC/T-Zell-Konjugaten wurde infolge der Inkubation von T-Zellen mit C»-
Ceramid ebenfalls ein verminderter Calcium-Influx beobachtet (Detre et al, 2006).
Bedingt durch den verringerten Calcium-Einstrom konnte in einigen Studien auch
eine verminderte Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFAT sowie eine reduzierte
IL-2-Produktion nach Akkumulation von Ceramiden gezeigt werden (Detre et al,
2006; Lepple-Wienhues et al, 1999). Der Einfluss von Ceramiden auf die Aktvierung
von NFAT oder die Produktion von IL-2 wurde in dieser Arbeit zwar nicht untersucht,
in Ubereinstimmung mit dem verminderten Calcium-Signal und der verringerten
Phosphorylierung von Akt (Abb. 4.16) wurde allerdings eine reduzierte Proliferation
ceramidmodifizierter Zellen nach CD3/CD28-Stimulation beobachtet (Abb. 4.27). Die
Expression von CD3 und CD28 wird durch die Akkumulation von Ceramiden nicht
verandert (Abb. 4.16), so dass auszuschliellen ist, dass die Inhibierung der
Proliferation auf eine verminderte Expression von CD3 und CD28 zurtickzufihren ist.
Allerdings ist die Inhibierung der Proliferation von der Ceramidkonzentration
abhangig, da eine Konzentration von 50 yM C4s-Ceramid die Proliferation der Zellen
nur marginal inhibierte, wahrend der Effekt bei einer Konzentration von 100 uM C1s-
Ceramid deutlich ausgepragt war. Dies ist in Ubereinstimmung mit der Beobachtung,
dass die Ceramid-induzierte Reduktion des Calcium-Signals bzw. der IL-2-Produktion

ebenfalls konzentrationsabhangig ist (Detre et al, 2006).

Im Gegensatz zur Akkumulation von Ceramiden fuhrte die pharmakologische
Inhibierung der ASM- bzw. NSM-Aktivitat in T-Zellen zu keiner verminderten
Proliferation der Zellen in einer MLR (Abb. 4.28). Untersuchungen zur Proliferation
von ASM™”-Zellen haben zudem gezeigt, dass eine fehlende ASM-Aktivitat in
T-Zellen die Proliferation der Zellen sogar fordert (Abb. 4.29). Der genetische
Knockout von ASM in DCs resultierte hingegen in einer verminderten T-Zell-
Proliferation, was darauf hindeutet, dass eine funktionelle ASM in DCs fir die
Proliferation von T-Zellen notwendig ist. Anhand der in dieser Arbeit dargestellten
Befunde kann die unterschiedliche Bedeutung der ASM-Aktivitat fur die Proliferation
von T-Zellen nicht erklart werden. In der Literatur ist bekannt, dass die Stimulation
von CD40 die Aktivierung von ASM und nachfolgende Ceramidgenerierung induziert
(Grassme et al, 2002). Somit ware die verminderte stimulatorische Aktivitat von

ASM”-DCs moglicherweise auf die Notwendigkeit der ASM-Aktivierung fur das
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5 Diskussion

CDA40-Signal  zurtckzufihren. Dies bleibt jedoch Gegenstand weiterer

Untersuchungen.

Die Proliferation von ASM™-Zellen ist verglichen mit Wildtypzellen allerdings nicht
verringert (Abb. 4.29). Dies ist in Ubereinstimmung mit der Arbeit von Herz et al, in
der gezeigt werden konnte, dass die Anzahl antigenspezifischer CD8" T-Zellen in
ASM™-Mausen gegeniiber Wildtypmausen ebenfalls nicht verdndert ist. Durch das
Fehlen der ASM-Aktivitat wird somit die Generierung von Effektorzellen nicht
beeintrachtigt (Herz et al, 2009).
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6 Zusammenfassung

Ceramide sind biologisch aktive Sphingolipide, die verschiedene zellulare
Signalwege regulieren, meist im Zusammenhang mit der Induktion von Apoptose
oder der Regulation des Zellzyklus. Daruber hinaus wurde in der Literatur
beschrieben, dass Ceramide die Zytoskelettdynamik unterschiedlicher Zelltypen
beeinflussen, die Bedeutung von Ceramiden fur die Funktion von T-Zellen wurde
allerdings bisher wenig untersucht. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden,
dass die exogene Akkumulation von Ceramiden ebenso wie die Generierung von
Ceramiden durch bSMase die Adharenz von T-Zellen an FN bzw. ICAM-1
beeintrachtigt. Des Weiteren konnte eine verminderte T-Zell-Polarisierung auf FN
sowie eine reduzierte Chemotaxis und Motilitdt ceramidmodifizierter T-Zellen in
Antwort auf SDF-1a. nachgewiesen werden. In Ubereinstimmung mit der Unfahigkeit
ceramidmodifizierter Zellen morphologisch zu polarisieren wird ferner die
Relokalisation von Oberflachenmolekulen und intrazellularer Proteine durch die
Akkumulation von Ceramiden gestért. Uberdies konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass Ceramide mit dem Aktivierungsstatus von Akt und ERM-Proteinen
interferieren, da eine verminderte stimulationsabhangige Phosphorylierung von Akt

und ERM-Proteinen in ceramidmodifizierten Zellen nachgewiesen wurde.

Ein wesentlicher Schritt im Verlauf der T-Zell-Aktivierung ist die Ausbildung einer
immunologischen Synapse mit dendritischen Zellen. In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass, obwohl ceramidreiche Membrandomanen von der Kontaktstelle
ausgeschlossen werden, Konjugatfrequenz und Architektur der IS durch die
Induktion von Ceramiden nicht beeinflusst werden, da eine normale Verteilung von
CD3 und des MTOC beobachtet wurde. Allerdings wird die Funktionalitat der
Konjugate durch die Induktion von Ceramiden beeintrachtigt. Ceramidmodifizierte
Zellen waren nur eingeschrankt in der Lage Orai1 und Stim1 zur Kontaktflache mit
DCs zu translozieren. In Ubereinstimmung mit diesen Befunden wurde auch ein
verminderter Calcium-Einstrom sowie eine verminderte Proliferation infolge der
Akkumulation von Ceramiden detektiert. Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass Ceramide wesentliche Prozesse im Verlauf der T-Zell-

Aktivierung beeinflussen, so dass die Pathogen-induzierte Generierung von
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6 Zusammenfassung

Ceramiden einen modglichen Mechanismus darstellt, die Funktion von T-Zellen zu

beeintrachtigen.
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7 Summary

Ceramides are sphingolipids regulating various signalling pathways mainly
associated with the induction of apoptosis and cell cycle arrest. Besides their
established role in these processes several lines of evidence suggest that ceramides
also regulate cytoskeletal dynamics in non-hematopoietic cells, but their role in
T lymphocyte function has not yet been addressed. In this study we show that
accumulation of membrane ceramides affects several processes required for
accurate T cell function. Treatment of T cells with bSMase or exogenously added
ceramides interfered with T cell adhesion to FN and ICAM-1 as well as T cell
polarisation, chemotaxis and motility in response to SDF-1a. In line with the
impairment to morphologically polarise, relocation of surface receptors as well as
intracellular signalling molecules was also impaired upon ceramide treatment of
T cells. Moreover, increase in cellular ceramide levels interfered with cellular
signalling pathways as revealed by reduced phosphorylation levels of Akt and ERM-

proteins.

T cell activation requires the formation of an IS with DCs. In this study we could
show, that ceramides, although excluded from the DC/T cell interface, do not
interfere with conjugate frequency or synapse organisation, since a normal
distribution of CD3 and the MTOC was observed. Nevertheless, ceramide generation
interfered with the translocation of Orai1 and Stim1 to the interface and in line with
this observation a reduced calcium-influx in T cells was detected upon bSMase
exposure. In addition to the decrease in cytosolic calcium levels ceramides also
reduced the ability of T cells to proliferate in response to CD3/CD28-stimulation.
Therefore the induction of ceramides by certain pathogens, including MV, might be a
possible mechanism to interfere with essential processes required for T cell

activation.
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APC antigen presenting cell, antigenprasentierende Zelle
APME akute postinfektiose Masernenzephalitis

APS Ammoniumpersulfat

Arp2/3 actin related proteins

ASM acid sphingomyelinase, saure Sphingomyelinase
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BSA bovines Serumalbumin

bSMase bacterial sphingomyelinase, bakterielle Sphingomyelinase
C Kohlenstoff
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C1P Ceramid-1-Phosphat

Cbl-b E3 Ubiquitin Ligase

CCR Chemokinrezeptor

CD cluster of differentiation

CDhvVv canine distemper virus, Hundestaupevirus

CPE cytopathic effect, zytopathischer Effekt

cpm counts per minute

cSMAC central supramolecular activation cluster

CRAC calcium release-activated calcium

CSFE 5, 6-Carboxyfluorescein Diacetat Succinimidyl Ester
DC dendritic cell, dendritische Zelle

DC-SIGN dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-

grabbing nonintegrin

DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsaure
dSMAC distal supramolecular activation cluster
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lymphocyte function-associated antigen 1
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measles inclusion body encephalitis,
Einschlusskorperchen Enzephalitis
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(m) RNA
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SDS
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SEB
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TEMED
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Protein Kinase C
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Phospho-Protein
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stromal cell-derived factor 1«
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supramolecular activation cluster
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Th T-Helfer

TNF tumor necrosis factor, Tumornekrosefaktor
U Unit

uv Ultraviolett

UN Uber Nacht

VSV Vesicular-Stomatitis-Virus

WB Western Blot

WGA wheat germ agglutinin
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