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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Masernvirus (MV)

Die akute Masernerkrankung ist eine hochansteckknaekheit, die durch eine Infektion mit
dem Masernvirus hervorgerufen und durch TropfcheRtron Ubertragen wird. Eine infizier-
te Person ist in der Lage, das Virus auf 15 bis2@schen zu Gbertragen. Die Masernerkran-
kung ist eine epidemische Kinderkrankheit, die ahrJ2008 weltweit zu 164.000 Todesfallen
fuhrte (WHO, 2008). Die Krankheit wurde erstmalsivaem persischen Arzt Rhazes im 10.
Jahrhundert wissenschaftlich beschrieben, wo ervaie Pocken und Windpocken unter-
schied. Die Masernerkrankung kann durch eine Ingpfuit einem attenuierten Lebendimpf-

stoff, die einen lebenslangen Schutz vermittelthwvelert werden.

1.1.1 Taxonomie

Das Masernvirus (MV) gehort zur Familie dearamyxoviridae die in die Gruppeéviono-
negavirales eingeordnet wird. Diese Familie ist gekennzeichrdgtirch ein nicht-
segmentiertes, einzelstrangiges RNA-Genom von negdRolaritat. Die Anordnung der Ge-
ne innerhalb des RNA-Genoms ist in dieser Famitiehkonserviert. Sechs Genera gehoren
zur UnterfamilieParamyxovirinae MV gehért zum GenuMorbillivirus (Tabelle 1-1). Mit-
glieder dieses Genus sind gekennzeichnet durchAtlhwesenheit der Neuraminidase-
Aktivitat und verursachen ahnliche Erkrankungemhiren Wirten. MV ist innerhalb des Ge-
nusMorbillivirus das einzige Humanpathogen. Allerdings konnen éxygtell auch einige
Primatenarten mit Masernviren infiziert werden. NBt evolutionsgeschichtlich ein relativ
junges Virus, das vermutlich vor 4.000 bis 5.000rda aus dem Rinderpest-Virus hervorge-
gangen ist. Die Masern werden daher als eine gatibbnskrankheit angesehen. Die weltweit
vorkommenden und zirkulierenden bzw. ausgestorbeeeschiedenen MV-Genotypen, die
in 8 Gruppen (A-H) unterteilt sind, werden aufgruhel C-terminalen Sequenz des Nukleo-

kapsid-Proteins (N) unterschieden.
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Ordnung Mononegavirales
\
| \ \ |
Familie Bornaviridae Filoviridae Paramyxoviridae — Rhabdoviridae
|

| |
Unterfamilie Paramyxovirinae Pneumovirinae

|
Genus | | | | |

Avulavirus  Ferlavirus  Henipavirus Respirovirus  Rubulavirus
Morbillivirus

Arten |
Canine Staupevirus
Masernvirus
Pest der kleinen Wiederkéuer-Virus
Rinderpestvirus
Sechund-Staupevirus
Timmler-Morbillivirus

Tabelle 1-1: Taxonomische Gliederung der OrdnungononegaviralegDiese Abbildung wurde der Doktor-
arbeit von Christine Lehmann, 2006, entnommen uadifiziert).

1.1.2 Epidemiologie, Pathogenese und klinische Merkmale

Die Masernerkrankung ist eine akute virale Infeksikrankheit. Jahrlich sind weltweit mehr
als 20 Millionen Menschen durch Masernerkrankunigetnoffen (WHO). Im Jahr 2008 star-
ben etwa 164.000 Menschen an den Folgen einer Masgs-Infektion. Die Krankheit ist die
haufigste Todesursache fur Kinder in einkommensachen Landern. Durch eine verstarkte
Umsetzung von Impfkampagnen konnte die durch Masketktion hervorgerufene Mortalitat
in den Jahren von 2000 bis 2008 um 78 % reduziertien. Die mit den akuten Masern asso-
ziierten Mortalitatsraten sind nahezu ausschliél¥ier durch die Infektion induzierten tran-
sienten Immunsuppression zuzuschreiben. Diese fiiheiner erhdhten Suszeptibilitat fur
sekundéare Infektionen und zu Reaktivierungen piegsender Infektionen.

Die Masernerkrankung ist eine systemische Infektidas hochinfektiose MV wird durch
Tropfchen Uber kurze Distanzen ubertragen. DashElpites Respirationstraktes ist der prima-
re Infektionsort. Gewebsspezifische Antigen-préaseemde Zellen (APC) wie Dendritische
Zellen (DC) und Makrophagen sind mdglicherweise efigen Zellen, die CD150-abhangig

infiziert werden [1]. Im Tiermodell konnten zwei @ nach Infektion ausschliel3lich im alve-
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olaren Lumen sowie in dem alveolaren Epithelium eb@nd infizierte Zellen nachgewiesen
werden, die phanotypisch mononuklearen Zellen eattien. Von der Lunge breitete sich die
Infektion zu dem Bronchien-assoziierten Lymphgewdbeonchus-associated lymphoid
tissue (BALT)und zu den Trachea-bronchialen Lymphknoten aus. Vage nach Infektion
konnten MV-infizierte Zellen sowohl im peripheretuBals auch in verschiedene lymphati-
schen Geweben gefunden werden [2]. Fur die MV-Dngsation spielen demnach Antigen-
spezifische Zellen wie DCs und Makrophagen eindiSsklrolle, die den Transport aus dem
Respirationstrakt zu den lokalen Lymphknoten veefiit Dort kommt es zu einer verstarkten
Replikation und Virusvermehrung sowie zu Gewebgéaragen. In der folgenden priméaren
Viramie breitet sich das Virus systemisch Uber Barikreislauf zun&chst innerhalb des reti-
kolendothelialen Systems und anschlie3end, in esakundéaren Viramie, in die Zielorgane
und aulRere Hautschichten aus. Der KrankheitsvedauiMasernerkrankung erfolgt in zwei
Phasen. Der Inkubationszeit von 10 Tagen folgtRla&lromalstadium, das durch Auftreten
von Fieber, der Entztiindung der Schleimhdute deenhend mittleren Atemtraktes (Rhinits)
sowie der Entzindung der Augenbindeh&dute (Konjuitld) charakterisiert ist. 1-2 Tage vor
dem Einsetzen des Exanthemstadiums erscheinenkisopé Flecken auf der Mundschleim-
haut. Das Exanthemstadium charakterisiert die as@lder Masernerkrankung und tritt etwa
14 Tage nach Infektion ein. Hinter den Ohren und@nHaarlinie beginnend, breitet sich das
maserntypische Exanthem schrittweise Uber das @esiclie Extremitaten aus. 14-16 Tage
nach der Maserninfektion steigen die Titer Masgrezdischer Antikdrper an, parallel sinkt
die Viruslast im peripheren Blut. Allerdings daues einige Monate, bis die virale genomi-
sche RNA nicht mehr im Kdrper nachgewiesen werdemi3]. In immunkompetenten Infi-
zierten treten Komplikationen wahrend der akutersdfaerkrankung eher selten auf.
Allerdings sind gefahrliche Komplikationen im Zeadtrervensystem bekannt. Dies sind die
akute postinfektibse Masern-Enzephaliisuyte post-infection measles encephalABME),
die Einschlusskorperchen-Enzephalitise@sles inclusion body encephalifi$lBE) und die
subakute sklerosierende Panenzephalgidhdcute sclerosing panencephalit8SPE). Die
APME entsteht kurz nach dem Auftreten des Exanthemisiner Frequenz von einem in
1.000-5.000 Krankheitsfallen. Die Symptome sinddeiehrendes Fieber, Kopfschmerzen,
Schlaganfélle, zerebellare Ataxien und Koma. In i@gjewebeproben oder im Liquor von
Patienten kénnen weder MV noch Masern-spezifisciik8rper nachgewiesen werden,
wohl aber autoreaktive T-Zellen. Daher wird einmusinduzierte Auto-Immunpathologie als

kausal angenommen. MIBE und SSPE werden durchparsstierende Maserninfektion des
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Gehirngewebes hervorgerufen [4]. Die MIBE erfolgpischerweise zwei bis sechs Monate
nach dem Auftreten einer akuten Masernerkrankungnirunsupprimierten Patienten [5].
Im Gegensatz zur MIBE manifestiert sich die SSPEegel in immunkompetenten Kindern
und Jugendlichen sechs bis acht Jahre nach desivieltion mit einer Haufigkeit von einem
in 10.000-25.000 Fallen. Die SSPE ist eine seltmgsam und todlich verlaufende Degene-
ration des Zentralnervensystems. Die persistierémié&tion des Gehirns ist durch hohe Titer
MV-spezifischer Antikérper in Serum und Liquor gekeeichnet.

Sequenzanalysen des viralen Genoms bei SSPE- uB&-Matienten zeigten eine relativ
hohe Frequenz von Mutationen in den Hullproteingn Beispielweise fihrt eine Mutation
im Gen des Hamagglutinin (H)-Proteins zu einem wederten Transport des H-Proteins zur
Zelloberflache [6]. Besonders haufig finden sicldem Mutationen in der zytoplasmatischen
Doméne des Fusionsproteins sowie Mutationen, dseL@geraster des Matrix (M)-Protein-
Gens betreffen [5, 7, 8]

1.1.3 MV-induzierte Immunsuppression

Der Induktion einer lebenslangen virusspezifisclmmunitat steht eine ausgepragte und
unspezifische Immunsuppression gegenuber. Die iadazlmmunsuppression ist gekenn-
zeichnet durch eine Lymphopenie [9], eine sehrdrihd anhaltendeyP-Antwort [10] sowie
eine fehlende Proliferation peripherer Blutlymphiery(PBL) in Antwort auf Mitogene oder
Allogeneex vivo[11].

Die Lymphopenie wird Uber eine reduzierte Anzahh Ve und B-Zellen definiert, die wah-
rend des Exanthemstadiums auftritt. Die Ligatioa B®/-Eintrittrezeptors CD150 begunstigt
eine CD95-vermittelte Apoptose von ruhenden Lymptez durch MV-infizierte Zellen [12,
13]. Eine kirzlich erschienene Publikation zeigtass MV-infizierte Lymphozyten Zugang
zum Knochenmark haben, dem Ort der Lymphopoese auhdiesem Weg moglicherweise
zusatzlich zu der beschriebenen Lymphopenie dersPiditragen [14]. Die MV-Infektion
modifiziert die Art der Immunantwort, die durch dreduktion von regulatorischen T-Zellen
sowie eines Ungleichgewichts hin zu Typ-2-T-Helédlen (T,2) charakterisiert ist [12, 15].
Das Ty2-Zytokinprofil ist gekennzeichnet durch eine Swggsion der Produktion von IL-12,
durch aktivierte Makrophagen und infizierte Di@svitro [16-18] sowie durch einen erhdhten
Spiegel von IL-4, IL-10 und IL-18 vivo, der bis zum Verschwinden des Exanthem erhalten

bleibt [12]. Es wird angenommen, dass di@-Dominanz die zellulare Immunitat, im Be-
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sonderen die T-Zell-Effektorfunktion, beeintrachtiond damit zur Immunsuppressionvivo
beitragt. Die MV-Infektion von Lymphozyten vitro inhibiert den Ablauf des Zellzyklus und
induziert einen Arrest in der G1-Phase [19]. Ingeatlessen ist die Proliferation der Lympho-
zyten vermindert [16]ln vivo liegt MV fast nie zellfrei vor, daher muss MV dbrmfizierte
Zellen, im Speziellen von DCs, auf T-Zellen tbeg&a werden [20]. Fir die zellassoziierte
Infektion sind Kontakte zwischen diesen Zellen ese#. Ein vielfach beschriebener Kontakt
ist die Immunologische Synapse (IS). MV-infizieB€s (MV-DCs) formen vorwiegend in-
stabile 1S, die die beobachtete Unfahigkeit voieiaften DCs, allogene T-Zell-Expansion in
mixed lymphocyte reactiofdILR) zu stimulieren, erklaren kénnten [20, 21]. @ik IS auch
als Transmissionsstruktur fungiert, ist nicht bekarDie Hemmung der T-Zell-Expansion
wird durch deren Kontakt mit den MV-Glykoproteineinund F, entweder auf MV-Virionen
oder transfizierten Zellen, die die Glykoproteineid H auf der Oberflache koexprimieren,
vermittelt. Hierdurch wird die Aktivierung der PAR{t-Kinase nach IL2-R- odesaCD3/28-
Ligation in T-Zellen blockiert [22]. Zu den nachgbslteten Effektoren der P13/Akt-Kinase
gehort die Untereinheit der Cyclin-abhangigen Kaadie in den Ubergang von der G1- in
die S-Phase wahrend des Zellzyklus involviert28][ Die PI3-Kinase kontrolliert zusatzlich
die Dynamik des Aktin-Zytoskeletts, das fur die kigon von T-Zellen, fur die Formation
von Kontaktflachen mit DCs sowie fur AkkumulationduSortierung von Rezeptoren an der
Kontaktflache verantwortlich ist. Es konnte expeagittell gezeigt werden, dass die MV-
Interaktion mit T-Zellen zu einem Verlust von Akidrasierten Ausstllpungen fuhrt [24]. Pas-
send dazu wurde eine Publikation veroffentlichtder nachgewiesen wurde, dass der Kon-
takt des MV mit T-Zellen Ceramide induziert, die diormation von Membranausstilpungen
verhindern sowie die Bewegung von T-Zellen durch derlust der Polarisierung beeintrach-
tigen [25].

1.1.4 Morphologie und Genom

MV-Partikel sind sehr pleomorph und haben eine lagohbnittliche GréRe von 120-250 nm.
Die Virionen sind umhdllt und umschlieRen den Rilkdeoprotein (RNP)-Komplex, der das
unsegmentierte, einzelstrangige RNA-Genom von negaPolaritat enthalt. 6 Strukturprote-
ine sind fur den Zusammenbau des infektiosen Rdstikotwendig. Die Hulle besteht aus
Membranlipiden, die aus dem Zytoplasma der Wirtezetammen und enthélt die beiden

Glykoproteine, das Hamagglutinin (H)-Protein und dausions (F)-Protein, die oligomere
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spikesformen und Liganden fur den MV-Anheftungsrezefdds2-SIGN sind [26]. Das H-
Protein bindet an den zellularen MV-Eintrittsrezpitir wildtypische und attenuierte MVs,
CD150 / SLAM é6ignalling lymphocyte activation molecul@)’]. Durch entstandene Mutati-
onen im H-Protein kénnen attenuierte MV-Stamme talish CD46 [28-30], aucimembrane
cofactor protein(MCP) genannt, benutzen, das zu den Komplemenatgan gehort und
auf allen kernhaltigen Zellen exprimiert wird. Ekstrzlich wurde Nectin-4 als MV-Rezeptor
auf Epithelzellen beschrieben, der von Wildtyp- waieh von Vakzinestdmmen genutzt wird
[31, 32].

Das F-Protein vermittelt den Zell-Eintritt durchdedinierte Fusion der Virionenmembran mit
der Zielzellmembran [33]. Das F-Vorlauferprotein)(fi5t inaktiv und wird mittels proteolyti-
scher Spaltung durch eine zellulare Furin-dhnliBnetease intrans-Golgi-Kompartiment
biologisch aktiv. Die beiden daraus resultierenteereinheiten Fund k sind Uber Disul-
fidbriicken miteinander verbunden. Die zytoplasnchegs Enden des F- und H-Proteins in-
teragieren physisch und funktionell mit dem hydmipdn Matrix (M)-Protein [34-36], das an
das Nukleokapsid (N)-Protein bindet und damit dieovienhuille mit dem RNP verbindet
[37]. Das M-Protein ist multifunktionell, weil esalmt nur in den Prozessen des Viruszusam-
menbaus dssembly, der Knospung des Virions von der Plasmamembbadding und der
daraus resultierenden Freisetzung des Virioele#sé involviert ist, sondern auch die Tran-
skription reguliert [38]. Das N-Protein ist die Hakomponente des RNP-Komplexes, der
zusatzlich aus dem Phospho (P)- wadge (L)-Protein aufgebaut ist [39]. Das L-Protein ist
die katalytische Untereinheit der RNA-abhangigenARRblymerase (RdRp), die sowohl als
Transkriptase wie auch als Replikase arbeitet. Add#e ist das L-Protein fur die Polyadeny-
lierung [40], dascappingund das Editieren der viralen Transkripte veramtieth [41]. Die
Inkorporation des L-Proteins in das neugebildet@¥/ist entscheidend fur seine Infektiositat.
Das P-Protein ist die kleine Untereinheit der RN#@ngigen Polymerase, das als Transakti-
vator die Funktion des L-Proteins reguliert [42].

Die beiden Nichtstruktur-Proteine C und V sind uciviag fiir die Virusvermehrunmn vitro.
Allerdings sind sie pathogenetisch relevant, wasl die angeborene Immunitét regulieren.
Das C-Protein inhibiert die virale RNA Synthese,[43] und zusammen mit dem V-Protein
kontrollieren sie die Produktion des Typ-I-Intedes (IFN) [45, 46] wahrend der Masernin-
fektion. Dabei bindet das V-Protein an p65 (RelAdwnterdrickt damit die Aktivitat von
NF-kB [47]. Der Transkriptionsfaktor NkB kontrolliert die Transkription einer Vielzahl von

entzindungsférdernden Zytokinen, deren Expressimohdroll-like Rezeptoren (TLR) oder
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dem Retinolsédure-induzierbaren Gen 1-Rezeptetinpic acid-inducible gene 1-receptor
(RIG-I) induziert werden [48]. Zuséatzlich unterdkiicdas V-Protein den IFN-Signalweg
durch Inhibition der IFN-induzierten Zellkern-Trdolsation von STAT1 [49] und durch Inhi-
bition der Phosphorylierung von STAT1 und STATZ2][50

ﬂ M-Protein
W F-Protein
? H-Protein

:% N-Protein
@ P-Protein

0 L-Protein

Abb. 1-1: Schematische Darstellung des MV-Partikels

Protein Molekulare Masse Eigenschaften
Fo- Protein 60 kDa Membranfusion
F1 / F- Protein 40/ 22 kDa Bildung von Trimeren
(Fusion) Typ-1 Transmembranprotein

In der Virionhulle ist es mit dem H-Protein in ei-
nem Komplex assoziiert

H- Protein 78 kDa Rezeptorbindung

(Hamagglutinin) Bildung von Tetrameren

Typ-1l Transmembranprotein

In der Virionhulle ist es mit dem H-Protein in ei-
nem Komplex assoziiert
M-Protein 37 kDa Morphogenese viraler Partikel
(Matrix) Interaktion mit den Glykoproteinen und dem Nuk-
leokapsidprotein

Regulation von Transkription und Fusion

N-Protein 60 kDa Interaktion mit dem RNA-Genom
(Nukleokapsid)
P-Protein 72 kDa Ist phosphoryliert
(Phospho) Regulation der Aktivitat des L-Proteins
Kleine Untereinheit der RNA-abhé&ngigen RNA
Polymerase
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L-Protein 220 kDa Transkription

(Large Katalytische Untereinheit der RNA-abhangigen
RNA Polymerase

C-Protein 28 kDa Inhibition des Typ-I-IFN Signalweges

(Nichtstruktur- Regulierung der viralen RNA-Synthese

protein) Steigerung der Partikelmorphogenese
Translation von der P mRNA

V-Protein 45 kDa Suppression der NdB Aktivitat

(Nichtstruktur- Inhibition des Typ-I-IFN Signalweges

protein) Synthese durch Editierung der P mRNA

Tabelle 1-2: Uberblick iiber die MV-Proteine und ihre Eigenschaften

1.1.5 Genomorganisation, Replikation und Transkription

Das MV-RNA Genom ist nicht segmentiert, 15.894 Nwkide lang, einzelstrdngig, von ne-
gativer Polaritat und vollkommen von N-Proteinenhiiiit. Die sechs Transkriptionseinhei-

ten (Gene) sind linear in der Reihenfolge 3"-N-RMM-F-H-L-5" angeordnet und durch in-

tergenische Sequenzen (IGS) voneinander sepairtDiese IGS bestehen aus AU-reichen
Gen-Endsequenzen (GE), auf die Gen-Startsequer@8h folgen. Die zwei zuséatzlichen

Nichtstrukturproteine sind innerhalb des P-GensiddDas C-Protein wird durch einen

Uberlappenden Leserahmen kodiert. Das V-Proteistadit infolge des Editierens innerhalb
des P-Gens, wobei die RdRp eine oder mehrere nidigite G-Basen einflgt [52, 53].

3'Leader IGS IGS IGS IGS IGS 5'Leader
N P/C/V || M F H L

>

>

>

— >

Abb. 1-2: Schematische Darstellung der Organisationdes MV-Genoms und des polaren mRNA-
Gradienten

Nach dem Viruseintritt wird das MV-RNA Genom in dagtoplasma entlassen. Die RdRp
fungiert als Transkriptase und als Replikase. \ABasen der MV-RNA Dynamik sind be-
kannt. Die erste Phase (Transkriptionsbeginn)edtérh nach Infektion (p.l.) mit der Bindung
des RdRp an das 3" Endegdel) des Genoms. Bei Erreichen einer GE-Sequenz Ulegsp
die RdRp die GE-Sequenz und initiiert die Trandkip des nachfolgenden Gens oder fallt
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vom Genom ab und startet erneut mit der Transkripsim 3" Ende. Als Resultat entsteht ein
polarer Gradient viraler mRNA vom 3" zum 5" Ende, dass Transkripte von Promotor-
entfernten Genen weniger haufig vorkommen als vamBtor-nahen. Die zweite Phase (6-
12 h p.l.) ist gekennzeichnet durch de noveSynthese von P- und L-Proteinen und der da-
rauf folgenden Neubildung von RdRp-Komplexen, dieemem exponentiellen Anstieg der
RNA-Synthese fihren. Wahrend der MV-Infektion sirdnskription und Replikation intrin-
sisch miteinander verbunden. Die dritte Phase @ %2.1.) ist charakterisiert durch den
Wechsel hin zur Replikation, der vermutlich dured Akkumulation ausreichender Mengen
an N-Protein beeinflusst wird. Als Voraussetzung die Initiation wird ein intermediarer
RNA-Strang mit positiver Polaritat benotigt. Um Mtéindige und umhillite RNA-Genome
positiver und negativer Polaritat zu synthetisiergnoriert die Replikase RdRp GE, IGS, GS
und editierende Sequenzen. Nach 24-28 h p.l. vgsknt sich die RNA-Synthese deutlich
und nach 28 h p.l. wird die Produktion viraler RN@lIstandig gestoppt [51, 54].

1.1.6 MV Matrix-Protein und MV-Partikelmorphogenese

Die Entstehung infektioser MV Partikel ist die ket5Stufe der Virusinfektion. Fur diesen Pro-
zess ist das M-Protein von besonderer Bedeutung.ND&rotein ist ein basisches Protein,
das aus 335 Aminosauren besteht (37 kDa) und de&3sguenz hoch konserviert ist [55].
Eine Substitution an der Aminosauren-Position &gttzur Adaption des Viruswachstums in
verschiedenen Zellen bei, z.B. Vero-Zellen und grenLungenzellen von Baumwollratten
[56, 57].

Das M-Protein ist ein negativer Regulator der enallranskription, wenn es mit dem RNP
komplexiert [58]. Tatsachlich fuhrt die Herunteruégrung der Expression des M-Proteins
durch siRNA zu einer Erhéhung viraler mRNA und gamsther RNA um den Faktor 2-2.5
[38]. Die Fahigkeit des M-Proteins, zu hhermolekeh Komplexen zu oligomerisieren [59],
ist wahrscheinlich zum einen fur den Transport MeBroteins zur Plasmamembran, den Zu-
sammenbau und die Abschnirung infektidser virakatilkel, zum anderen fur die Bildung
von nichtinfektiosen virus-ahnlichen Partikelir(s-like-particles VLP) von wichtiger Be-
deutung. Das M-Protein ist ein peripheres Membrategn, das eine Schicht bildet, die die
innere Seite der Virionen auskleidet. Es bindetdan zytoplasmatischen Teil der Glyko-
proteine F und H [34-36] und interagiert mit denPhkbtein [37] um den RNP Komplex zur

Plasmamembran zu rekrutieren [6I0].vitro verbreitet sich das MV entweder durch die Pro-
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duktion von neuen Partikeln oder durch Fusion eM¥rinfizierten und einer benachbarten
nicht infizierten Zelle, jedocln vivo fast nur zellassoziiert. Die durch die Glykoproeeid
und F vermittelte Zell-Zell-Fusion ist durch M-Peot-Assoziationen modulierbar. Die Starke
der Interaktion korreliert reziprok mit der Effinie von Zell-Zell-Fusionen und positiv mit
der Freisetzung von Virionen [34, 61, 62].

Die Membranassoziation des M-Proteins ist mechanfshicht verstanden. Sie ist, wie auch
der intrazellulare Transport, unabhangig von deyk&iroteinen. Dennoch ist der Transport
des M-Proteins zur Plasmamembran abhangig von Koergen, die nur in infizierten Zellen
zur Verfugung stehen [63]. 20 % dds novosynthetisierten M-Proteins liegt assoziiert mit
Detergenzresistenten Membranen (DRM) vor [64]. DRIrodomanen oder auch Lipid
Rafts genannt, unterscheiden sich von der umgebeRtiesmamembran durch ihre Lipid-
komposition, denn sie sind reich an Sphingolipided Cholesterol.

Die Glykoproteine F und H homo- und hetero-oligoisieren im Endoplasmatischen
Retikulum (ER). Diese vorgefertigten Komplexe werdeiber den sekretorischen
Transportweg zur Plasmamembran befordert [65].dteltre binden an DRMs, wohin infolge
ihrer Assoziation mit F-Proteinen auch H-Proteiekrutiert werden [66]. Der RNP-Komplex
entsteht im Zytosol. Die Akkumulation von M-Proteman intrazellularen Membranen ist die
Voraussetzung fir einen Kotransport des RNP-Kongdexu der Plasmamembran
unabhangig von den Hullproteinen [37]. Im Gegensaiz HIV-1, das ebenfalls durch
Abschnirung virale Partikel produziert, erfolgt dé&ransport von MV-Proteinen zur
Plasmamembran unabhangig vom endosomalen Sortskomgplex €ndosomal sorting
complex required for transpQrESCRT) [67, 68].

Membranstandige Rafts von MV-infizierten BJAB-Zellenthalten 30-50 % virale Proteine.
Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass diese Raktinen infektioses virales Material
enthielten, das sich von reifen viralen Partikelitenschied [64]. Der Zusammenbau der
Virionen konnte daher in den Lipid Rafts vorkomm&me Abschnirung andererseits findet
wahrscheinlich aul3erhalb der Lipid Rafts statt, lweife Virionen auch nicht-Raft
Membranen enthalten. Im Vergleich zu anderen Vistndie MV-Partikel-Abgabe in den

Uberstand ineffizient und Virionen weisen eine h@kd-Assoziation auf.
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1.1.7 Virus-Aufnahme und Fusion

Der MV-Eintritt in die Zielzelle erfolgt Gber dieiBdung an zellulare Rezeptoren. Der Ein-
trittsrezeptor des Wildtyp-Stamm ist CD150 / SLAMighaling lymphocyte activation
molecule)[27, 69]. CD150 wird von Zellen des hdmatopoegscBystems exprimiert und ist
ein Glykoprotein, das zur Superfamilie der Immuibgline (Ig) gehort. Es ist der MV-
Eintrittsrezeptor auf hamatopoetischen Zellen uesdtdht aus einer N-terminalen Signalse-
quenz, zwei lg-ahnlichen Domanen, einer Transmentdar@ane sowie einem zytoplasmati-
schen Teil. CD150 wird auf der Oberflache aktigem- und T-Zellen, reifer DCs und Mak-
rophagen exprimiert. Die Expression von CD150 wduch Stimulation von TLR2 und
TLRA4 [70], IL-1B [71] und CD40L [72] erhoht.

CD150 vermittelt verschiedene Funktionen: 1) dumomotypische Interaktionen (Selbstlig-
and) - als kosignalisierender Rezeptor involvierfTiZell-Aktivierung und in der Entwick-
lung naturlicher Killer-T-Zellenr{atural killer T cells,NKT cells) und 2) durch heterotypi-
sche Interaktionen — als mikrobiologischer Sen8oigfam-negative Bakterien und Eintritts-
rezeptor fur MV [73].

MV infizieren Zielzellen durch Fusion der Virushgilimit der Plasmamembran der Zelle bei
neutralem pH. Das H-Protein hat ein zytoplasmaéiscBnde am N-Terminus, eine Trans-
membranregion, einen Stamm und eine rezeptorbid€nrminale globulare Kopfdomane.
Der Kopf besteht aus 6 Blatter, die viidropeller gefaltet sind [74]. Das gegenwartige MV-
Fusionsmodell schlagt folgenden Mechanismus vochN&indung des zellularen Rezeptors
durch das H-Protein dissoziiert der heterooligonM¥eGlykoprotein-Prafusionskomplex, in
welchem die Kopfdoméane des F-Proteins in Kontaktdam Stamm des H-Proteins steht und
so das Préafusionsprotein stabilisiert [75]. Diedddation induziert Konformationsanderun-
gen, die zu einem metastabilen Fusionsprotein filnbas hypothetische Haarnadbhif-
pin)-Intermediat bringt sowohl die Zellmembran als fawte Virusmembran in rdumliche
Néhe zueinander und vermittelt dadurch die Meminsioh. Durch die Faltung des F-
Proteins in die Postfusionskonformation entstehesidasporen, die so den MV-Eintritt in
die Zelle ermdglichen [33, 76, 77].
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1.2 Dendritische Zellen (DC)

DCs sind professionelle Antigen-préasentierendeesegintigen-presenting cellsAPC). lhre
Hauptfunktion ist die Aufnahme immunogenen Matestidiessen Prozessierung und Prasenta-
tion. Dabei verbinden DCs das angeborene mit demoreenen Immunsystem. DCs sind
morphologisch charakterisiert durch die Ausbilduagger zytoplasmatischer Fortsatze, die
Dendriten. Des Weiteren gibt es verschiedene FownarDCs, die verschiedene Funktionen
ausfiihren, u.a. myeloide konventionelle und plagmaeéde DCs (pDCs). pDCs sind frihe
Effektorzellen des angeborenen Immunsystems. Eiaktaliert, produzieren und sekretieren
pDCs grol3e Mengen von Typ-I-IFN [78], jedoch prémsean sie nur schlecht Antigene im
Vergleich zu konventionellen DCs. Diese produzietdrerwiegend entztindungsfordernde
Zytokine, wie IL-12, TNk, IL-6 und IL-10/B, und aktivieren so die T-Zell-
Effektorfunktionen. Im folgenden Abschnitt werdeie ¢onventionellen DCs im Fokus ste-

hen.

1.2.1 Antigen-Prasentation

Unreife DCs {mmature DCs|DCs) sind in peripheren Geweben lokalisiert. Autid ihrer
hohen endozytotischen Fahigkeiten nehmen sie kaastiich lokale Antigene aus ihrer Um-
gebung auf, prozessieren sie und prasentierem gisgoziation mit dem Haupthistokompati-
bilitatskomplex (najor histocompatibility complexe$/HC) auf ihrer Zelloberflache. Das
MHC-Oberflachen-Expressionsniveau von iDCs ist auidg der kurzen Halbwertszeit der
Molekule niedrig. Kostimulatorische Molekiile, wieBz CD40, CD80 und CD86, sind auf
IDCs ebenfalls nur wenig exprimiert [79]. Im Gegatzsdazu sind mustererkennende Rezep-
toren pattern recognition receptorsPRR) [80], wie z.B. TLRs [81], C-Typ Lektin-
Rezeptoren ¢-type lectin receptojs wie DC-SIGN DC-specific intercellular adhesion
molecule (ICAM3) grabbing non-integrit€D209) [82] oder DEC-205 (CD205) [83], die
pathogen-assoziierte Motive detektieren, hoch exprt und leiten nach deren Erkennung
die DC-Aktivierung ein, die von einer lokalen Zytogroduktion begleitet wird. Zusatzlich
exprimieren iDCs ke (CD32)- und Fe (CD23)-Rezeptoren, die antikdrpergebundene Bakte-
rien oder Viren binden (Opsonisierung) und so ediéntlie Ausreifung von DCs induzieren

[84]. Die DC-Reifung korreliert mit einer Verminderg der Antigenaufnahme, einer Ver-
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starkung der Oberflachenexpression von MHC-Peptdiglexen durch eine verlangerte
Halbwertszeit sowie der Hochregulierung kostimuiatther Molekule, wie CD40, CD80,
CD86, und T-Zell-Adhasionsmolekile, wie LFA-1 uptk-Integrine. Zusatzlich wird die Ex-
pression der Fc-Rezeptoren herunterreguliert, daseSsionsmuster von Chemokinrezepto-
ren andert sich und die Migration zu den periphdrgmphorganen wird initiiert, um T-
Zellen Antigene zu prasentieren [85]. Um die heragsnde Effizienz der Antigenprozessie-
rung und -prasentation gewéhrleisten zu kdnnenem&Cs spezialisierte Endozytose- und
intrazellulare Sortierungswege. Endosomen dienean Beispiel der Sortierung beladener
Membranproteine, die entweder zum Golgi-Apparat Ubdr den sekretorischen Transport-
weg zur Oberflache re-transportiert werden odersgéaten Endosomen / multivesikularen
Korperchen ultivesicular bodigsMVB) reifen, die nachfolgend Cargo in lysosomidlam-
partimente zur Degradation leiten kbnnen. MVBs kannm grof3er Zahl in unreifen DCs
(immature DCiDC) vor und bestehen aus einer begrenzenden kémdie viele intralumi-
nale Vesikel ifitraluminal vesiclesILV) umschliel3t. Die Mehrheit der MHC Il-Molekile
(75%) akkumulieren im endosomalen Lumen der MVBS].[®ie Molekule sind hier mit
Peptiden fir die Oberflachenprasentation belad@hd8er aber infolge einer Ubiquitinylie-
rung in ILVs sortiert, aus denen sie in den degiraela Weg geleitet werden [88]. Wahrend
der Ausreifung wird ein neuer Pool MHC II-Molekidgnthetisiert, der zu endosomal- und
lysosomal-begrenzenden Membranen transportierdontdmit Peptiden beladen wird. Diese
Komplexe werden von den begrenzenden MembranenMieerbranréhren und Vesikel zur
Plasmamembran transportiert [89]. Im Zuge der Afisng kommt es zu einer Akkumulation
ungenau translatierter und falsch gefalteter Punetaiie defekte ribosomale Produktefec-
tive ribosomal productsDRIiPs) genannt werden und in grof3en transientdyupiquitiny-
lierten Proteinaggregaten akkumulieren, die sogetearDC aggresome-like induced struc-
tures (DALIS). Es wird angenommen, dass DRIiPs als Haugitg fur MHC I-prasentierte
Selbst-Antigene, aber auch fir virale Antigene dief00, 91]. Die Kreuzprasentatiotrgss-
presentatioh ermoglicht es DCs, ihr Repertoire von Peptidea,adif MHC I-Molekile gela-
den werden kénnen, zu vergrolRern. Der Begriff besishdie Fahigkeit von DCs exogene
Antigene zu prozessieren und anstatt auf MHC H,MHC [-Molekile zu prasentieren, die
folglich von CD8 zytotoxischen T-Lymphozyten erkannt werden. Awdsgim Weg kénnen
Immunantworten gegen Tumore oder Viren initiierralen, die die DCs nicht infiziert haben
[92].
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1.2.2 Masernvirus-Infektion von DCs

Gewebsresidente CD15MCs und Makrophagen im Respirationstrakt sindedigten MV-
Zielzellen [1, 20]. Dies ist mdglich, da intraemtiale DCs (IEDCs) die Fahigkeit besitzen,
lange Dendriten zu bilden, die durtght junctionshindurch bis in das Lumen der Luftréhre
reichen, um luminale Antigene zu sammeln [93]. Hig experimentiellen Untersuchungen
der Interaktion von MV mit DCs wurden Monozyten wendet, die in Kultur durch Zugabe
von Interleukin-4 (IL-4) und GM-CSFJranulocyte macrophage colony-stimulating factor)
zu DCs generiert wurden.

Dieseunreifen DCs exprimieren nur geringe Mengen des BAMrittrezeptor CD150 auf der
Oberflache, aber hohe Mengen von DC-SIGN, welch¥sB¥hdung, aber nicht den Eintritt
des Virus in die Zelle vermittelt [26]. Nach Audtaig der DCs durch LPS, CD40L- oder
TNFa wird CD150 auf der Zelloberflache herauf- [26, 72] und DC-SIGN herunterregu-
liert [26]. Die MV-Infektion von iDCs (MV-DC) induert die Freisetzung von Typ-I-IFN, die
zur phanotypischen Ausreifung der DCs beitragt dumeth die Hochregulierung der Oberfla-
chenexpression von Reifungs- und Aktivierungsmarkevie z.B. MHC 1l, CD40, CD80,
CD83, CD86 und CD25, charakterisiert ist [94, 96].Rahmen der MV-Infektion verandern
sich zusatzlich die Morphologie und die Adharene E&/-DCs, Eigenschaften, die denen
LPS-ausgereifter DCs (mDC) gleichen. Die Zellensgai einen polarisierten und migratori-
schen Phanotyp auf und bilden aktinhaltige Memhirasid@ilpungen aus [21]. Im Gegensatz
zu einer effizienten Akkumulation viraler ProteiimeMV-DCs, ist die Produktion von Virio-
nen in infizierten iDCs gering und in infizierte®?B5-mDCs kaum nachweisbar. Jedoch repli-
ziert MV intensiv in CD40-aktivierten DCs [18, 98Dbwohlin vitro gezeigt werden konnte,
dass MV-DCs nur unzureichend die Chemokinrezeptangnder Zelloberflache wechseln,
um initial auf proinflammatorische und spéater agrhphoidartige Chemokine antworten zu
kénnen [96], welche die Voraussetzung fur die Migraaktivierter DCs zu sekundaren lym-
phatischen Organen sind, konnte eine groRe Anzabl@s in Konjugaten mit infizierten T-
Lymphozyten in peripheren Geweben von MV-infiziert®lakaken gefunden werden, wo

MV-Transmissionsvorgange zu vermuten sind [1].
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1.3 Virale Transmission in der Virologischen Synapse

Die Virologische Synapse (VS) ist eine enge adasterbindung zwischen einer Virus-
infizierten und einer nicht-infizierten Zelle, dgen Virustransfer von Zelle zu Zelle in der
Abwesenheit von Zell-Zell-Fusionen erméglicht. iesbildung der VS und die Transmissi-
on Uber die VS ermoglicht die Abschirmung vom Imisystem und eine im Vergleich zur
zellfreien Infektion um Potenzen erhdhte Transmisseffizienz [97]. Die VS erinnert in ih-
rer Morphologie an die Immunologische Synapse (I8)Gegensatz zu MV-VS wurde die
HIV-VS, die zwischen einer HIV-1 infizierten DC bzwW-Zelle und einer konjugierten unin-
fizierten T-Zelle entsteht, vielfach analysiertLymphozyten sind hoch migratorische Zellen.
Um eine VS / IS ausbilden zu kdnnen, mussen T-Adlleerst arretieren. Fur die IS wird dies
durch Bindung des T-Zell-Rezeptors (TCR) an einspmchendes MHC-Komplex-
gebundenes Antigen (pMHC) vermittelt [98], wahretas initiale Signal fur die Bildung der
HIV-VS die Bindung des HIV-1 Glykoproteins gp120 aeinen Rezeptor CD4 auf der T-
Zelle ist [99].

Dem Migrationsarrest folgend bilden sich IS [100dW/S [101]. Die IS ist durch die aktin-
abhangige Relokalisation von Rezeptormolekilen s@ignalmolekilen charakterisiert. Die
reife, monozentrische IS entsteht innerhalb vomi® und ist aus geordneten Strukturen or-
ganisiert, die als zentrales SMACeftral supramolecular activation cluste'SMAC), peri-
pheres SMAC (pSMAQG)und distales SMAC (dSMAC) bezeichnet werden. Wéathran
cSMAC TCR- und assoziierte Proteine akkumuliershdie pPSMAC durch ICAM-1, LFA-1
und den Zytoskelett-Linker Talin sowie die dASMACrclu die Prasenz anderer Proteine wie
Phosphatasen (CD45) gekennzeicHté®]. Zusatzlich akkumulieren die Chemokinrezepto-
ren CXCR4 und CCR5 in der I1S-Kontaktflache [101].

Im Gegensatz zu Zell-Konjugaten ist die VS, die vorei T-Zellen gebildet wird, durch die
Polarisation der HIV-1 Glykoproteine (gp) gp 120dugp 41 und des Viruskapsid-Proteins
Gag in der infizierten Zelle sowie der Rekrutierutes HIV-Rezeptors CD4 und der Kore-
zeptoren CXCR4 und CCRS5 in der Zielzelle gekenrrest. Die Bindung von CD4 an das
HIV gp120 induziert rasch die Rekrutierung von CREA-1 und Talin zur Kontaktstelle auf
der Ziel-Zellseite [103]. IS und HIV-VS, die zwisah einer infizierten T-Zelle und einer
CD4" Ziel-T-Zelle gebildet werden, haben Ahnlichkeitém cSMAC der VS akkumulieren
CD4 und gp120, umgeben von einem Ring von ICAM-H WwkA-1 Molekilen, die den
PSMAC der VS bilden, und der essentiell fir derersi#ildung ist [104]. Zusatzlich polarisie-
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ren Tetraspanine, wie CD63, CD81 und CD9 [105],ldiegrine ICAM-2 und ICAM-3 [104]
und die Lipid Raft-Marker GM-1 und CD59 [106] anrdeontaktstelle der T-Zell-T-Zell
HIV-VS. Die Funktion der einzelnen rekrutierten tfoe ist noch nicht vollkommen analy-
siert. Die Tetraspanine regulieren die Zell-Zelsiem und beeinflussen die Virus-
Transmission, jedoch nicht die zellfreie Infektiff07]. Die Depletion von Cholesterol in
HIV-1 infizierten T-Zellen verhindert die Bildunged VS [106]. Die Inhibition der Umgestal-
tung des zellularen Aktin-Zytoskeletts in der Ziglber auch in der infizierten Zelle sowie die
Inhibition der Tubulin-Reorganisation behindern diell-Zell-Ausbreitung des Virus inner-
halb der VS [103, 108]. Tatsachlich werden das btikbuli-organisierende Zentrum
(MTOC) und weitere Zellorganellen in der Donor-THEZehin zur konjugierten Ziel-Zelle
umorganisiert [108, 109]. Die IS kann Uber Stungt@bil sein, wahrend die Stabilitat der VS
unklar ist. Abhangig von dem gewahlten Versuchdandiasoziierte der symmetrische LFA-
1 / ICAM-1-Ring des pSMAC in einem ebenen Doppealduh(planar bilaye)-Experiment
nach 20-30 min [99], wahrend in einem Zell-Zell-&ys eine durchschnittliche Dauer von 60
min und eine Mindestdauer von 10 min gemessen W, und in einer dritten Studie VS
von bis zu 50 h Dauer beschrieben wurden [111].

HIV-1 induziert die Ausbildung von Polysynapsen,dass eine infizierte Zelle auf mehrere
konjugierte T-Zellen simultan Viren tUbertragen kammd so die Effizienz der Transmission
erhoht [112]. AuBer der VS-abhangigen Zell-Zellfismission wurden weitere Ubertra-
gungswege fir HIV gefunden, z.B. Transmissionenr ibegazellulare Verbindungen, wie
Filopodien oder Nanotubes. Filopodien wachsen aushthtinfizierten Zelle zur infizierten
Zelle und erlauben die Wanderung des Virus auféi#deren Oberflache des Filopodiums
durch einen retrograden Aktinfluss [113]. Nanotulesbinden Zellen tber mehrere Zell-
durchmesser. Der Transfer von HIV-1 Gber membrai@s®tubes zu uninfizierten Zellen ist

rezeptorabhangig [114].
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Immunologische Synapse (IS)
CD3
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Abb. 1-3: Der Aufbau der IS und VS(modifizierte Abbildung von Jolly and Sattentaup20QTraffic)

Im Vergleich zur HIV-VS, die zwischen zwei T-Zellgebildet wird, ist weniger tber die VS
bekannt, die zwischen einer HIV-infizierten DC ugider uninfizierten T-Zelle entsteht. So-
wohl iDCs als auch mDCs binden HIV-1. mDCs, dieoigé dessen nicht infiziert werden,
transferieren effizient Virus auf T-Zelletrgnsdnfektion), wahrend iDCs infektionsabhangig
de novesynthetisierte Viruspartikel auf T-Zellen Gbertradeis-Infektion) [115]. Experimen-
te konnten zeigen, dass die HIV-Transmission vors RC T-Zellen Gber diese 2 Infektions-
wege in Phasen versetzt verlauft. Innerhalb deeerawei Tage der Infektion von DCs pola-
risiert ,getrapptes” HIV, das in intrazellularen Wpartimenten akkumuliert, zur DC-T-Zell-
Synapse tfansdnfektion), wahrend spéater in der Transferphdsenovoproduziertes HIV
transferiert wird [116]. Dieses HIVrappingKompartiment wurde in mDCs zuerst als eine
intrazellulare, von der Plasmamembran-separierieht-Ronventionelle, nicht-lysosomale
und endozytotische Vakuole beschrieben, mit deifdieaspanine CD9, CD81, CD82 assozi-
iert sind [117]. Spatere Experimente konnten zeigkass das HIV-Kompartiment mit der
Zelloberflache verbunden ist [118]. Jedoch ist @disaspaninreiche Kompartiment nicht nur
fur ,getrapptes” HIV von Bedeutung, sondern esaisth der Ort der Virus-Replikation in
iDCs [119]. Die Bedeutung dieses Kompartimentesiwdeutlich durch seine Polarisierung
zur VS und dem Transfer von Virionen kurz nach eineZell-Kontakt [118]. Dieses intra-
zellulare, HIV-positive Kompartiment konnte auchNrakrophagen detektiert werden [120].
Der Kontakt einer infizierten DC mit CDZ-Zellen induziert die Polarisation viraler Protein
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und Tetraspanine in DCs sowie CD4, CKR und LFAetioch nicht MHC Il und CD3, in T-
Zellen [117]. Die Blockade der ICAM-1 / LFA-1 Intgttion resultiert in einer deutlichen
Minderung der Virus-Transmissiotrgns-Infektion). HIV-Transmission erfolgt jedoch unab-
hangig von ICAM-2 und -3 [121]. Die Umgestaltungsdgytoskeletts ist auch kritisch fur die
Bildung der DC / T-Zellen-VS, denn eine Storungib&échtigt den Aufbau und inhibiert die
Transmission ttans-Infektion) [122]. DC-SIGN lokalisiert ebenfalls ider VS und scheint
eine wesentliche Funktion in der Polarisierunglerr&roteine zur VS und daraus folgend fur
die Effizienz der VS-Ausbildung zu besitzen [12Bje Bindung von HIV-1 und DC-SIGN
aktiviert denGuanine Exchange FactdfGEF) Larg, der zum einen fur die Bildung der VS
gebraucht wird und zum anderen die Ausbildung vaembrandsen Auslaufern induziert.

Diese Auslaufer erhéhen die Effizienz der HIV-Tnamnssion [124].

unreife DC (1DC) T-Zelle

Membran-
extensionen

Aktin

HIV-1
Tetraspanine
DC-SIGN

HIV-1 Rezeptor
and Korezeptor

Abb. 1-4: Virologische Synapse zwischen einer HI\Rfizierten DC und einer nicht infizierten T-Zelle
(modifizierte Abbildung aus Lehmann et al., 201iruses)

Im Gegensatz zur HIV-VS ist Uber die zell-assomievlV-Infektion und die potentielle Bil-
dung einer VS wenig bekannt. Jedoch ist die Zell-ibgeraktion fir die Ubertragung des
MV von grofRer Bedeutung. In Kokulturen induziere dnteraktion von MV-DCs und T-
Zellen die Ausbildung von Synzytien und erhéht CEbbhangig die Replikation in DCs [18].
Es konnte belegt werden, dass die MV-Replikatio®®s ausreichend ist, um Virus zu T-
Zellen und uninfizierten DCs zu transferieren. AnT4g der Kokultur exprimierten T-Zellen
das MV H-Protein [17]. DC-SIGNDCs vermitteln die infektionsunabhangige Transmissi
des MV ¢ransInfektion) an CD4 und CD8 T-Lymphozytenin vitro. Die Weitergabe von
de novogebildeten Partikelnci{s-Infektion) ist auRerdem abhéngig von der Expression
CD150 [20].
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Das gegenwartige Model der initialen MV-Infektionduder Ausbreitung des MV in sekunda-
re lymphatische Organe sieht vor, dass gewebssggmf DCs und/oder Makrophagen im
Respirationstrakt die ersten Ziel-Zellen sind, eliweder CD150-abhangig infiziert werden
oder MV Uber DC-SIGN nur binden, aber nicht aufnehnmDie MV-Interaktion induziert die
Migration von DCs zu sekundaren lymphatischen Cegawo sie T-Zellen Antigene prasen-
tieren. Drei Situationen sind mdglich: T-Zellenekkennen Antigen und werden bei Prasenz
kostimulatorischer Molekule aktiviert, 2) erkenngntigen, erhalten jedoch keine kostimula-
torischen Signale und werden anergisch 3) odereveirdfiziert.

Die VS, die unabhangig von Antigenerkennung entstalbss DC / T-Zell Konjugate so lan-
ge stabilisieren, bis MV effizient transmittiert slen kann. Die Architektur der VS, die zwi-
schen MV-DCs und T-Zellen gebildet wird, wurde naitht beschrieben.

MV
'n' Epithel

DC

sekundére lympha-
tische Organe

scannende T-Zellen

T-Zellen Aktivierung
MV-DC & Proliferation

Anergie

MYV Transmission &
Infektion der T-Zelle

Abb. 1-5: Modell der MV-Aufnahme, Infektion von DCs und Transmission an T-Zellen in sekundéaren
lymphatischen Organen.
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1.4 Fragestellung

Dendritische Zellen (DC) erkennen Pathogene urtdeiren nach erfolgter Reifung und Mig-
ration in sekundare lymphatische Organe spezifisctaptive Immunitat. Einige Pathogene,
einschliellich des Masernvirus (MV), konnten DCs @fojanische Pferde ausnutzen und
erhalten so Zutritt zu Kompartimenten, die die Brarssion an T-Zellen erlauben und damit
die Dissemination des Virus ermdglichen.

Das MV infiziert iDCs nach CD150-abhangiger und BGN-unterstitzter Aufnahme. Die
Infektion fordert die Ausreifung der DCs, begleitkirch eine Mobilisierung der Zellem
vitro produzierenDCs ineffizient infektiose virale Partikel, obwotirale Transkripte und
Proteine akkumulieren. Dies fuhrte zu der Annahdass spéate Stufen des MV-Lebenszyklus
gestoért oder verandert sind, wie z.B. der intrad@te Proteintransport, der essentiell fir den
Zusammenbau sowie die Freisetzung der viralenkearst.

Die Ziele der vorliegenden Arbeit waren die Chagakierung der subzellularen Verteilung
viraler und zellularer Proteine, die wesentlichdén Zusammenbau und die Freisetzung vira-
ler Partikel sind. Zuerst sollte die Akkumulationdusubzellulare Verteilung viraler Proteine
und die Produktion infektidser Viren in DCs mit dem permissiven und effizient partikel-
bildenden B-Zelllinie B95a verglichen werden. ImsBaderen sollte die Lokalisation des MV
M-Proteins analysiert werden, das sowohl fur digaDrsation des Zusammenbaus als auch
fur die Partikelfreisetzung von grol3er Bedeutung is

Um den M-Proteintransport in lebenden Zellen untelien zu kénnen, sollte ein rekombinan-
tes rMV323 M-TC generiert werden, das einen C-teai@in, an das M-Protein fusionierten
Tetracystein-Tag enthielt. Das rekombinante M-Rnogellte funktionell untersucht sowie die
Replikationskinetik der MV-Rekombinante und deragniing furLive cell Experimente er-
mittelt werden.

Da DCs sehr ineffizient freies MV produzieren, éisa es wahrscheinlich, dass die zellver-
mittelte Transmission an T-Zellen Uber eine derHWW beschriebenen virologischen Synap-
sen ahnliche geordnete Struktur erfolgt, in dealeiProteine, Eintrittsrezeptoren und stabili-
sierende Oberflachenproteine polarisieren. Um diehikektur der Masernvirus-induzierten

VS zu entschlisseln, sollten autologe MV-infizidt€ / T-Zell-Konjugate analysiert werden.
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2 Material

2.1 Zellen

2.1.1 Zelllinien

Die verwendeten Zelllinien waren alle in der Arbgiuppe von Sibylle Schneider-Schaulies

und Jurgen Schneider-Schaulies im Institut fir Migee und Immunbiologie verfugbar.

Zelllinie Ursprung Medium

B95a Epstein-Barr-Virus (EBV)- RPMI 1640

transformierte B Zelllinie, Krallenaffe 506 Edtales Kalber-

(Callithrix jacchug, semi-adharent serum (FCS)

BJAB Humane EBV-negative lymphoblastoRPMI 1640
ide Zelllinie, Suspensionzellen 10% ECS

Vero Epithelzelllinie (Niere)Cercopithecus MEM
aethiops adharent 506 FCS

Vero SLAM Epithelzelllinie (Niere)Cercopithecus RPMI 1640
aethiops stabile Expression von 10% FCS
CD150/SLAM, adharent

HelLa Humane Epithelzelllinie (Cervix), MEM
adharent 50 FCS
293 T Humane Epithelzelllinie (Niere, emb-MEM

ryonal), stabile Expression des SV 4Q o, £cg

T Antigens, semi-adharent

Tabelle 2-1: Verwendete Zelllinien
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2.1.2 Primare Zellen
Ankonzentriertes humanes Blut wurde von der Abigjldlir Transfusionsmedizin der Uni-

versitatsklinik Wirzburg bereitgestellt. Primérell@e wurden aus Leukozytendepletionsfil-
tern durch Dichtezentrifugation isoliert (Abschritil.6)

2.2 Bakterien

Fur die Transformation von Plasmiden wurdercoli Top10 (Invitrogen) verwendet.

2.3 Masernviren

Alle Masernviren (MV)-Stdamme aul3er rMV323 M-Tetratgin (TC) und rMV ED M-TC
waren in der Arbeitsgruppe verfugbar. Die Stammeé/3®B M-TC und rMV ED M-TC
wurden von Linda Rennick, Centre of Cancer ReseanchCell Biology, School of Biomedi-

cal Sciences, Queen’s University of Belfast, NartHeeland, bereitgestellt.

Virus Rezeptorbenutzung  Viruszucht auf
Wildtyp Fleckenstein (WTF), Wildtypvirus  CD150 BJAB
rMV 1C323-GFP, Wildtypvirus, kodiert CD150 Vero SLAM

GFP an der ersten Position

rMV323 M-TC, Wildtypvirus, kodiert M-  CD150 Vero SLAM

TC-Fusionsprotein
Edmonston (ED), Vakzinestamm CD46, CD150 Vero

rMV ED M-TC, Vakzinestamm, kodiert M- CD46, CD150 Vero

TC-Fusionsprotein

Tabelle 2-2: Verwendete MV-Stamme

22



Material

2.4 Plasmide

Plasmid Kodiertes Protein Erhalten von

pCG-M (WTF) M-Protein, MV, WTF I.Johnston, Wrzlgur
pCG-M (ED) M-Protein, MV, ED W.P. Duprex, Belfast
pCG-M323-TC, 6aa M-TC Fusionsprotein, L. Rennick, Belfast

MV, IC323, 6aa TC tag

pCG-M323 FlAsh, 12aa M-TC Fusionsprotein, L. Rennick, Belfast
MV, IC323, 12aa TC tag

pCG-M ED-TC, 6aa M-TC Fusionsprotein, L. Rennick, Belfast
MV, ED, 6aa TC tag

pCG-M ED FlAsh, 12aa M-TC Fusionsprotein, L. Rennick, Belfast
MV, ED, 12aa TC tag

pCG-CD150-HA CD150-HA Fusionspro- E. Avota, Wirzburg
tein

Tabelle 2-3: Verwendete Plasmide

2.5 Primare Antikorper

2.5.1 Modifizierte Primarantikdrper

Die aufgelisteten Antikorper wurden von BectonDidon bezogen, sind monoklonale Maus-
Antikoérper, und wurden fir die fur die durchfluseayetrische Analyse primarer Zellen be-

nutzt.

Epitop Klon Isotyp Verdinnung
a— CD3-PE UCHTI 1gG1,k 1:100
a - CD11c-PE B-ly6 lgG1,k 1:50
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a - CD14-FITC MpP9 1gG2b 1:50
a — CD16-PE 3G8 lg&k 1:50
a— CD19-FITC HIB19 lgG1,k 1:50
a — CD25-PE M-A251 lgG1k 1:50
a — CD56-PE B159 lgG1,k 1:50
a — CD83-PE HB15e lgG1,k 1:50
a — CD86- FUN-1 lgG1,k 1:50
FITC/APC
lgG1- MOPC-21 1gG1,k 1:50
FITC/PE/APC
Tabelle 2-4: Modifizierte Primarantikdrper
2.5.2 Unmodifizierte Primarantikorper
Epitop Klon Isotyp / Hersteller WB FACS IF
Ursprung
MV Serum Human VW 1:1000
a-M (Masern) MAB Maus-1gG1 Chemicon 1:2000 1:250 1:200
8910
a-P (Masern) SA2607/2 Kaninchen 1:200
608
a-N (Masern) F227 Maus-1gG2a VW 1:50 1:400
a-H (Masern) K83 Maus-1gG2a VW 1:100 1:500
L77
NC32
a-F (Masern) A5047 Maus-1gG1 VW 1:50 1:50
(4°C)
a—CD3 UCHT1 Maus-1gG1, BD aCD3/CD28
k Stimulation
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a— CD3E M20 Ziege, SCB 1:500
a—CD9 K41 Maus-lgG1 VW 1:50 1:100
1,9 mg/mi
a— CD28 CD28.2 Maus-IgG1, BD aCD3/CD28
k Stimulation
a— CD53 Z53.1 Maus VW 1:200
a— CD63 MX- Maus-lgG1 SCB 1:500 1:200
49.129.5 oN
a—CD71 PAL-M1 Maus-lgG1 SCB 1:100
a—CD71 Ziege SCB 1:500
a— CD81 Z81.1 Maus-lgG1, 1:200
k
a— CD150 5C6 Maus-lgG1,k IvwW 1:300 1:50
F1 oN
a— CD150 IPO3 Maus-1gG1 Cayman 1:400 1:500 oN
Chemicals
a — DC-SIGN D2 Maus T. Gejtenbeek 1:50
(Amsterdam)
a — DC-SIGN H200 Kaninchen SCB 1:50 oN
a-ICAM-1 Rek-1 Maus 1:50 1:300
a-LFA-1 L15 Maus 1:200
a-LAMP 1 931 A Kaninchen 1:2000
FK-2 (DALIS) FK2 Maus-1gG1 biomol 1:800
a-EEA1 Kaninchen  Affinity Biore- 1:100
agents
panMHC I FN1 Maus 1:100
a-HRP ab2109 Ziege Abcam 1:1000
a-TGN 46 Kaninchen Abcam 1:500
a-ERGIC 53 Kaninchen SIGMA 1:100
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a-COPI M3A5 Maus-IgG1 SIGMA

a-Calnexin Kaninchen SIGMA

a-AP3mu 26/P4TA Maus-1gG1 BD

(0-p47A)

o-HA F-7 Maus SCB

a-HA Y11 Kaninchen SCB

0-GM130 Maus

(cisGolgi)

o-LC3 Kaninchen J. Zevenhoven-
Dobbe, Leiden

Isotyp (VSV- 11 Maus-lgGl1 WV

G Protein)

1:25

1:200

1:100

1:50

1:50

1:150

1:200

1:50

Tabelle 2-5: Unmodifizierte Priméarantikérper. IVW = Institut fur Virologie / Wirzburg, SCB = &ta Cruz
Biotechnology, IF = Immunfluoreszenz, WB = WestBiat

2.5.3 Sekundarantikérper

Name

F(ab’)2 Fragment
anti-Maus 1gG-FITC
anti-Human IgG
(H+L) - A 488
anti-Human IgG
(H+L) - A 488
anti-Maus 1gG (H+L)
— A 488
F(ab’)2 Fragment
anti-Maus 1gG (H+L)
— A 594
anti-Maus 1gG (H+L)
— A647

Ursprung

Ziege

Ziege

Ziege

Kaninchen

Ziege

Ziege

Hersteller

Dianova

Beckman Coulter

Molecular probes

Molecular probes

Molecular probes

Molecular probes

WB

FACS

1:100

1:100

1:400

IF

1:800

1:800

1:800

1:800
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anti-Maus IgM  (p- Ziege Molecular probes 1:200
Kette) — A 594
anti-Ziege IgG (H+L) Huhn Molecular probes 1:800
—A594
anti-Kaninchen IgG Huhn Molecular probes 1:800
(H+L) — A 488
anti-Kaninchen IgG Huhn Molecular probes 1:800
(H+L) — A 594
anti-Kaninchen IgG Ziege Cell signalling 1:2000
(H+L) - HRP
anti-Maus 1gG (H+L) Ziege Dianova 1:10000
- HRP
anti- Ziege IgG (H+L) Maus Dianova 1:5000
- HRP
anti-Maus 1gG (H+L) Ziege Dianova CD3/CD28
unkonjugiert Stimulation
Tabelle 2-6: Sekundéarantikérper.A = Alexa Fluor, WB = Western Blot, IF = Immuno@itescence
2.6 Fluoreszierende Farbstoffe
Name Spezifische Farbung Hersteller Verdinnung
LysoTracker Red Lysosomen Molecular probes 1:2000
DND-99
Phalloidin A488 F-Aktin Molecular probes 1:75 (1%
BSA/PBS-,
30 min, 4°C)
Wheat germ agglutinin Sialinsdurereste Molecular probes 1:1000 (1%

(WGA) A488

BSA/PBS-/-,
15 min, 4°C)
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DRAQS5 Zellkern Molecular probes 1:2500 (1%
BSA/PBS-, 10
min, 4°C)

DAPI Zellkern (1% BSA/PBS-, 5
min, 4°C)

FITC-Dextran Endozytotische Vesi- SIGMA

kel
FIAsH TC-Farbung Invitrogen / Carsten
Hoffmann
ReAsH TC-Farbung Invitrogen

Tabelle 2-7: Fluoreszierende FarbstoffeA = Alexa Fluor, BD = BectonDickinson, TC = Tetyateine

2.7 Zellkulturmedien und Zusatze

Ist kein Hersteller angegeben, wurden die Zellkutiedien und Zusatze in der Medienkiiche

des IVW produziert.

2.7.1 Eukaryontische Zellen

Medium Hersteller
RPMI 1640

MEM

5.6 % NaHCQ

ATV

Fetales Kalberserum (FCS) Gibco® / Invitrogen
Penicillin / Streptomycin (100 L.E. / ml)

Ciprofloxacin Bayer
IL-4 Miltenyi Biotech
GM-CSF Berlex
Lipopolysaccharid (LPS) Sigma Aldrich
Fusioninhibitorisches Peptid (FIP) (Z-D-Phe-L-Phig-GH) Bachem
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Die Medien MEM und RPMI1640 wurden immer mit 1556 % NaHCQgepuffert und mit
einem Rohrchen Antibiotika (Penicillin und Streptanm) versetzt.

2.7.2 Bakterien

Medium Zusammensetzung
LB Medium 10g Bacto-Trypton
gLo NaCl
5g Hefeextrakt

ad 1Aqua bidest

LB Agar wie LB Mewdn
+3d5 Agar-Agar
ad 1Aqua bidest

Ampizillin Selektionsagar wie LB Medium
+HEfmI Ampizillin
ad 1Aqua bidest

2.7.3 Kits

Medium Provider
Bicinchoninic Acid (BCA) Kit (Proteinkonzentration) SIGMA
ECL Detektionsreagenz Amersham
EndoFree® Plasmid Maxi Kit Qiagen
Zenon® Labelling Kit fur IgG1-Antikdrper — AlexaFon 488 & 594 Invitrogen
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2.8 Reagenzien, Puffer und Losungen

30 mM Anodenpuffer 3.6g Tris
200 ml Methanol
ad 1 Aqua bidestpH 10.4

300 mM Anodenpuffer 36 g Tris
200 ml Methanol
ad 1 Aqua bidestpH 10.4

6x SDS-Probenpuffer (SLB) 0.59g Tris pH 6.8
0,4 % SDS
6 ml Glycerol
0.6 ml 3-Mercaptoethanol
2.4 mg Bromphenol blau
ad 20 mAgua bidest

10x Agarose-Laufgel-Puffer 144.0 g Glycin
30.3 g Tris
50 ml 20% SDS
ad 1 Aqua bidestpH 7.8

Brij Lysepuffer (Dichtegradientenzentrifugation) sl Tris-HCI, pH 7.5
150 mM NacCl
5 mM EDTA
1 mM NaF
0.1 % Brij 98
Roche Proteaseinhibitor Cocktall
(1 Tablette / 50 ml)
ad 100 mAgua bidest

FACS-Puffer 0.5 % BSA
0.02 % NaN
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in PBS (C&*- and Md")

FIAsH / ReAsH Markierungspuffer 150 mM NacCl
10 mM HEPES
10 mM Glukose
2.5 mM KCI
4 mM Cad
2 mM MgC}

Einfriermedium 10 % DMSO in FCS

Kathodenpuffer 5.2 g Hexanséaure
3.0 g Tris
20 % Methanol
ad 1 Aqua bidestpH 9.4

Milch-Blockingpuffer 5 % Milchpulver
0.05 % Tween 20
ad PBS
NP-40 Lysepuffer 120 mM NacCl

50mM HEPES, pH 7.4
40 mMB-Glycerolphosphate
10 mM NaF
1 mM EDTA
1 % NP-40
Roche Proteaseinhibitor Cocktail
(1 Tablette / 50 ml)
adAqua bidestpH 7.2

NTE-Puffer 100 mM NaCl
10 mM Tris-HCI, pH 7.4
1 mM EDTA
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adAqua bidestpH 7.2

PBS (C&" - and Md" - frei) (PBS-/-) 80 g NaCl
2 g KCl
11.5 g NgHPQ, x H,0
2 g KHPO,
ad 1 Aqua bidest

Saponin FACS-Puffer 0.33 % Saponin
in FACS-Puffer

Stripping Puffer 62.5 mM Tris-HCI, pH 6.7
2 % SDS
7 miIp-Mercaptoethanol / 1 |

Natriumazid (Naly) 32 %
TE-Puffer 10mM Tris-HCI
ad 1 Aqua bidestpH 8.5
Tween 20-Permeabilisierungspuffer 0.05 % Tween 20
1% BSA
in PBS (C&- and Md" frei)
Trypanblau 0.25 % Trypanblau
in PBS (C&- and Md" frei)
Versene 1 g KCI
1 g KHPO
2.86 g NaHPOy
41 g NaCl
1 g Versene

ad 5 Aqua bidest
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2.9 Chemikalien

Chemikalie

Acrylamide
Agarose
Ammoniumchlorid
Ammoniumpersulfat
BAL (2,3 Dimercaptopropanol)
Brij 98 - Lysepuffer
Bromphenolblau
BSA

Chloroquine
Ciprofloxacin
Complete EDTA-free Protease InhibiHdablette
DMSO

EDT

EDTA

Ethanol

Ficoll
Fluoromount-G
Glukose
Glutaraldehyde
Glycerol
B-Glycerolphosphat
Glycin

HEPES
Hexansaure
Kupfer(ll)sulfat
LY294002

Methanol

NP-40
Paraformaldehyd

Hersteller

Applichem
Applichem
Applichem
SIGMA
Invitrogen
SIGMA
SIGMA
Applichem
SIGMA
Bayer
Roche
Applichem
Merck

Sigma Aldrich

Applichem
Amersham
Biozol
Applichem
Roth
Applichem
Applichem
Applichem
Applichem
SIGMA
SIGMA
Calbiochem
Applichem
Calbiochem

Applichem
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Poly-L-lysin
Proteinstandard (1 mg/ml)
Saponin

SDS

Sucrose

TEMED

Tris

Triton X-100

Tween 20

2.10 Verbrauchsmaterialien

0.5, 1.5, 2 ml Reaktionsgefalie

6-, 12-, 24-, 48 — Napf-Zellkulturplatte
15, 50 ml Falcon-R6hrchen

50-, 250, 550 ml Zellkulturflaschen
Zellschaber

Chamber Slided.ab — Tek II
Kryoréhrchen

FACS-ROhrchen

Pipetten mit Spitzen

2.11 Equipment

Konfokales Laserscanning Mikroskop LSM 510 Meta
ausgestattet mit Axiovert 200-Mikroskop

Zentrifugen

FACS Calibur - Durchflusszytometer

Inkubator

Optisches Lichtmikroskop Labovert FS

pH-Meter

Photometer

SIGMA
SIGMA
SIGMA
Agpem
Applichem
Applichem
Applichem
SIGMA
SIGMA

Eppendorf
Greiner
Greiner
Greiner
Hartenstein
Nunc
Greiner
Falcon

Greiner

Zeis
Eppendorf, Hettich, Sorvall
BD

Nuaire
Leitz

Mettler Toledo
Eppendorf
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Vortex Genie 2

2.12 Software

AIDA Image Analyzer
Cell Quest Pro
FlowJo

WCIF Image J

LSM Image Browser

Prism

Bender & Hobein AG

Raytest

BD

Tree Star Inc.
NIH

Zeiss

GraphPad
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3 Methoden

3.1 Zellkultur

Die verwendeten Zellen und Zelllinien wurden entereth Plastikflaschen oder Zellkultur-
platten im Brutschrank bei 37°C in wasserdampfpattiAtmosphére und 5 % G@ehalt

kultiviert.

3.1.1 Zellkultur adharenter und semiadharenter Zelllinien und Suspensionszelllinien

Die verwendeten Zelllinien wurden in der Tabellé 2usammengefasst. Adhéarente Zelllinien
wurden nach der Ausbildung eines konfluenten Z&ding mit PBS-/- gewaschen, mit ATV

abgel6dst und mindestens 1:4 gesplittet. Semi-adk&Zellen wurden durch mehrfaches Ab-
spulen des Zellrasens mit PBS-/- abgeldst und msteds 1:4 gesplittet. Suspensionszellen
wurden geerntet, abzentrifugiert, in Medium resusipert und mindestens 1:4 gesplittet.

3.1.2 Bestimmung der Lebendzellzahl

Um die Zahl lebender Zellen zu bestimmen, wurde\d&ifarbstoff Trypanblau verwendet.
Dazu wurden die Zellen im Medium resuspendiert,Adiquot der Zellsuspension wurde 1:2,
1:4 oder 1:10 mit Trypanblau gemischt, das nurtaden Zellen aufgenommen werden kann.
10 pl wurden anschlie3end in eine Neubauer Zellkangegeben, die Zahl lebender, unge-
farbter Zellen wurde im Lichtmikroskop bestimmt umdithilfe der folgenden Gleichung er-
rechnet.

gezahlte Zellen x Verdiinnungsfaktor
e x 1¢
Anzahl der ausgezahlten Quadrate

Lebendzellzahl
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3.1.3 Kryokonservierung & Auftauen von Zelllinien

1 — 2.5x10abgeldste Zellen wurde mit PBS-/- gewaschen, Zagtert. Die Zellen wurden in

1 ml Einfriermedium auf Eis aufgenommen, 1 h b&°@ und danach auf -80°C eingefroren.
Um kryokonservierte Zellen wieder in Kultur zu negtmwurden die Zellen schnell bei 37°C
im Wasserbad aufgetaut und sofort in 50 ml vorgewigin Medium gewaschen. Das Pellet
wurde in frischem Medium aufgenommen und am naohBag wurde das Medium nochmals

gewechselt.

3.1.4 Isolation von PBMCs

Ankonzentriertes humanes Blut aus Leukozytendepistiltern vom Institut fir Transfusi-
onsmedizin diente als Quelle fir PBMCs. Fur dierAumfigung wurde das Blut 1:5 mit Ver-
sene verdunnt. In einem 50 ml Falcon-R6hrchen wufdml Ficoll-Plaque vorgelegt und mit
40 ml Blut Gberschichtet. Durch die anschlieRendeht@zentrifugation wurden die Erythro-
zyten von den PBMCs separiert (2 min Anlauf, 1.88®, 30 min, 2 min Auslauf, 25°C). Die
ankonzentrierten PBMCs wurden abgenommen und zwemh&orgewdrmten PBS-/- gewa-
schen.

3.1.5 Isolierung von Monozyten,in vitro Differenzierung in unreife DCs (iDC) und
Ausreifung von DC (mDCs)

Fur die Isolierung von Monozyten wurden die gedamtePBMCs in 50 ml vorgewarmten
10% RPMI aufgenommen und je 25 ml in groRe Zellkdlihschen tberfuhrt. Die Monozyten
adharierten an dem Boden der Plastikflasche. T-BuZellen sowie NK-Zellen blieben im
Uberstand. Nach 1-2 h wurde das Medium abgenommenfrisches Medium zugegeben.
Innerhalb der nachsten 24 h |6sten sich die Momwmeybm Plastikboden ab, und konnten so
aus dem Uberstand geerntet werden. Die Zellen wugggzahlt und mit einer Konzentration
von 5 x 16 Zellen / ml fiir die Differenzierung eingesetzt. Wime Differenzierung in iDCs
zu erreichen, wurde 500 U/ml GM-CSF und 250 U/m#dlizugegeben. Zwei Tage spater
wurde das Medium gewechselt und mit frischen Zytekiversetzt. Nach drei Tagen Kultur
in zytokinhaltigem Medium verloren die Monozytenndeelltypischen Oberflachenmarker
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CD14 und exprimierten die typischen Marker CD1a,1€8 CD8("*""% CD86"" HLA-
DR"®¥9 ynreifer DCs. Um DCs auszureifen, wurde 100 nd/B$ hinzugegeben und nach
24 h exprimierten die mDCs die typischen Reifung&eaCD83 sowie hohe Niveaus von
CD80, CD86 und HLA-DR.

v 81,9%

SSC
Zellzahl
Zellzahl

0 200 400 A0 80D 1K W !

FSC
5.8% 16,9% 7.1%
= = =
g 5 5
IC] o I
N N N
i} [) [}
L L Rt ) LR T LT RN UL W 10 10*
CD3 CDl6 CDI9

Abb. 3-1: Charakterisierung aufgereinigter iDCs. Die aufgereinigten iDCsvurden nach 3 Tagen Kultivie-
rung in Gegenwart von GM-CSF und IL-4 auf die Exgsien iDC-typischer Oberflachenmarker CD1iod
CD86"™%"9 untersucht. Um die Reinheit der iDC-Populationbestimmen, wurde zusatzlich die Expression der
Oberflachenmarker von T-Zellen (CD3), Makrophaged dK-Zellen (CD16) und B-Zellen (CD19) bestimmt
(grau gefiilltes Histogramm: Isotypkontrolle).

3.1.6 Aufreinigung und Aktivierung von T-Zellen

Fur die Anreichung von T-Zellen wurden die untersdhichen Bindungsaffinitditen mono-
nuklearer Zellen an Nylon ausgenutzt. Im Unterstlzie B-Zellen weisen T-Zellen eine nied-
rige Bindungsaffinitat auf. Die Bindung an Nylon &bhangig von der Temperatur und dem
FCS-Gehalt des verwendeten Mediums. PBMCs wurdeahieund 2 x 19Zellen wurden in

7 ml 5% RPMI resuspendiert. Vorher wurde eine 505miitze mit 2 g Nylonwolle gestopft
und autoklaviert. Ein Plastikschlauch wurde am remeEnde der Saule befestigt und mit ei-
ner Metallklemme verschlossen. Die Saule wurde5#itRPMI aquilibriertund die Luftbla-
sen wurden entfernt. Die PBMCs wurden zugegebethmals Medium hinzugefigt und fur
45 min im Inkubator (37°C) inkubiert. AnschlieRendirde die Wolle mehrmals mit 5%
RPMI gewaschen und der Durchfluss wurde jeweilgefaingen. Die Zellen wurden durch
Zentrifugation (1.200 rpm, 5 min, RT) pelletiert,10% RPMI resuspendiert und gezahlt. Zur

Kultivierung der Zellen wurde die Zellkonzentratianf 4 x 16/ ml eingestellt.
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Um die T-Zellen zu aktivieren, wurden 2 verschiezl®notokolle verwendet. Fir die Aktivie-
rung mittels PMA / lonomycin (iono) (P/1) wurde #@/ml PMA und 0.5 uM iono zugegeben
und fUr 2 Tage inkubiert. Zum anderen wurden diéellen durch Kreuzvernetzung von CD3
und CD28 mithilfe von Antikorpern stimuliert. Dafivurden 5 pg/ml Sekundarantikérper
Ziege anti-Maus 1gG1 in 500 pl 25 mM Tris (pH 9¥®rdunnt, in einen Napf einer 24-
Napfplatte pipettiert und fir 1 h bei 37°C inkubidpanach wurde der Napf gewaschen und
im Kihlschrank gelagert bis die Zellen fertig war&r2 x16 / 500 pl T-Zellen wurden fiir 20
min auf Eis mit Antikdrpern inkubiert, die spezdisfir CD3 (1 pg/ml) und CD28 (1 pg/ml)
waren und anschlieend in den vorbereiteten Naeffiilbrt. Nach 2 Tagen wurde die Akti-
vierung der T-Zellen durch eine CD25-Oberflachemegpion im Durchflusszytometer besta-

tigt.

3.2 Virologische Methoden

3.2.1 Préaparation von Virusstocks

Die verwendeten MV Wildtyp- und Vakzinestamme sindder Tabelle 2-2 aufgefiihrt. Der
WTE-Stamm wurde auf der B-Zelllinie BJAB gezogenebst wurde eine Préainfektion mit 50
x 1¢ Zellen angesetzt. Dafiir wurden die Zellen mit MMTRV(MOI 0.01) in einem kleinen
Volumen 0% RPMI fur 1-2 h infiziert. Anschlie3endinden die Zellen gewaschen (300x g, 5
min, RT) und so lange in 100 ml 10% RPMI in einettleren Flasche kultiviert bis der Grol3-
teil der Zellen fusioniert vorlag. Dann wurden 10dwar Prainfektion auf eine dicht gewach-
sene grol3e Flasche von BJABs verteilt, so dasesasgt 10 Flaschen fir die Infektion be-
reitgestellt wurden. Zusatzlich wurde 10 weiterémsEhen flr die Mockpréparation verwen-
det. Die Hauptinfektion wurde ein Tag spater gestrntenn 80-90% der Zellen einen zytopa-
thischen Effekt (CPE) aufwiesen. Dafur wurden dédleh abzentrifugiert und das Pellet in 1-
2 ml 0% RPMI auf Eis resuspendiert, gepoolt und-8FC eingefroren. Einen Tag spéater
wurde das Zellpellet auf Eis aufgetaut, fur 1-2 ma@vortext und dann zentrifugiert (1.000 x
g, 15 min, 0°C) um Zelltrimmer zu entfernen. Deetdtand enthielt die viralen Partikel, die
aliquotiert und auf -80°C eingefroren wurden.

Die rekombinanten Wildtyp-Stamme 1C323-GFP und rM83V-TC wurden auf den adha-
renten Zelllinie Vero gezogen, die stabil den M\nEitsrezeptor CD150 / SLAM (Vero
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SLAM) exprimieren. Fur die Viruszucht der Vakzir@asime MV ED und des rekombinanten
rMV ED M-TC wurden die Vero-Zellen benutzt. Allgemevurden die Zellen in groRen Fla-
schen fir die Viruszucht verwendet, wenn der Zedirazu 70 % konfluent waren. Die Zellen
wurden gezahlt, in 0 % RPMI resuspendiert und mit (1Ol 0.01) fiir 1-2 h bei 37°C infi-
ziert. Danach wurde das Medium gewechselt undHesdviedium zugegeben. Die infizierten
Zellen wurden bei 33°C kultiviert, um die Infektiau verlangsamen und die Titer zu erh6-
hen. Wenn 80 — 90% der Zellen einen ausgepragtéhzZeRjten, wurde das Medium abge-
nommen, 1-2 ml 0% RPMI zugegeben und die Flaschedem bei -20°C eingefroren. Nach
24 h wurden die Zellen auf Eis aufgetaut, mit eingslischaber abgel6st, resuspendiert, die
Zellen aus allen Flaschen gepoolt, mindestens 1 gewortext und dreimal zentrifugiert
(1000 x g, 15 min, 0°C), um die Zelldebris zu emtém. Der Uberstand, der die Viruspartikel
enthalt, wurde aliquotiert und bei -80°C weggefrorBarallel wurden ebenfalls die Mock-
kontrollen aliquotiert.

3.2.2 Bestimmung der Titer mittels Endpunkttitration nach Spearman und Karber

Um die Virustiter zu berechnen. wurde der TegdRissue culture infectious do$®%) ermit-
telt, der die Verdinnung einer virushaltigen Lésangibt, die ausreicht, um die Halfte einer
Zellkultur zu infizieren. Fur die Endpunkttitratiomurden je 5 x 10B95a-Zellen / 100 pl in
einen Napf einer 96-Napf-Plattbalf areg ausgesat. Am nachsten Tag, wenn die Zellen zu
80% dicht waren, wurde eine logarithmische Verdingsserie (1:10) der zu titrierenden Vi-
ruspraparation in 0% RPMI vorbereitet und 8 Napteden mit jeder Verdinnungsstufe je
100 pl infiziert. Nach 1-2 h Inkubation bei 37°C nda das Inokulum abgesaugt und gegen
100 pl frisches 5% RPMI gewechselt. 3 und 5 Tafjenurden die Napfe auf das Auftreten
nach CPEs hin im Lichtmikroskop untersucht. Wenn M0B23GFP titriert wurde, wurden
die Napfe auf griinfluoreszierende CPEs im Fluomanikroskop hin untersucht. Uber die
Anzahl der Napfe mit CPEs wurde der TGJDmithilfe folgender Formel berechnet, die von
Spearman und Karber beschrieben wurde (Formel BdlRormel 3-2) (Karber, 1931; Spe-
arman, 1908).
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log TCID50 =x

. I+%d— dy p

Formel 3-1: Formel zur Bestimmung der 50% Endpunktitration. xp-1 = dekadischer Logarithmus der
hdchsten Verdinnungsstufe, bei der noch zu alleséxen ein CPE sichtbar ist, d = dekadischer Ltgatis

des Verdunnungsfaktors, p = Anteil an CPE positiMépfen pro Verdiinnungsstufgp = Summe aller p ab der
Verdinnungsstufe xp-1 und den p-Werten aller hgh&grdiinnungen mit beobachteten CPE. Berechnet wird
der dekadische Logarithmus der Verdiinnungsstufejdres0% der Anséatze einen CPE aufweisen.

SElog TCIDS0 = \fd 25~ PI-P)

= n-1

Formel 3-2: Formel zur Berechnung des Standardfehts TCID 5o. d = dekadischer Logarithmus der Verdin-
nungsstufe, p = Anteil an CPE positiven N&pfe prerdéinnungsstufe, n = Anzahl der N&pfe pro
Verdinnungsstufe.

3.2.3 MV-Infektion adharenter und semiadhérenter Zelllinien

Einen Tag vor der Infektion wurden Vero, Vero SLAMeLa oder B95a Zellen in 6- oder
24-Napf-Platten ausgesat. Am nachsten Tag, weniZelien 70% konfluent waren, wurde
das Medium entfernt und die Mock oder Viruspraparmain vorgewarmtem 0% RPMI ver-
dunnt, in die Napfe pipettiert und fur 1-2 h bef@7nkubiert. AnschlieRend wurde das In-
okulum abgenommen und vorgewarmtes 10% oder 5% RéM8prechend der Zelllinie, mit
FIP (200 mM) versetzt und zu den Zellen gegeberZahnZell-Fusionen zu inhibieren [125].

Nach 24 oder 48 h Kultivierung der Zellen im Inktdvavurden die Zellen fur weitere Versu-
che verwendet. Um die Infektionsrate zu bestimmende ein Aliquot MV WTF infizierter

Zellen mit MV-Protein z.B. N- oder H-Protein spesthen Antikdrpern gefarbt und im

Durchflusszytometer analysiert.

3.2.4 MV-Infektion von Suspensionszellen

Zuerst wurde die Zellzahl bestimmt und die entdpeade Anzahl an Zellen zentrifugiert
(300 x g, 5 min, RT). Die Zellen wurden in vorgeméen 0% RPMI resuspendiert, die ent-
weder Mock- oder Viruspraparationen enthielt. Dnéektion von Suspensionszellen fand in
einem 15 ml Falcon-Rohrchen statt. Nach 1-2 h ikulbator bei 37°C wurden die Zellen
gewaschen und in vorgewéarmten 10 % RPMI (+FIP)smendiert. Die Zellen wurden in eine

6-Napfplatte transferiert und T-Zellen mit einefld@iehte von 3 x 18/ ml kultiviert.
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3.2.5 MV-Beladung (trans-MV-DCs) und Infektion von DCs (cis-MV-DCs)

TransMV-DCs sind virusbeladene Zellen, die nicht proawknfiziert sind. Daflr wurden
DCs 2 h bei 37°C mit MV inkubiert [20], gewaschemdun Zytokinen (500 U/ml GM-CSF
und 250 U/ml IL-4)-supplementierten 10% RPMI (+FiB¥uspendiert und sofort fur weitere
Experimente verwendet. Um MV-infizierte DCs zu ditra wurden die entsprechende Zell-
zahl von DCs mit MV fur 2 h in 0% RPMI (+GM-CSF,-i) in 6 Napfplatten infiziert. Nach
1-2 h Inkubation bei 37°C wurden die Zellen gewascfB00 x g, 5min, RT) und in vorge-
warmten 10% RPMI (+FIP, GM-CSF und IL-4) resusperidDie infizierten DCs wurden
mit einer Zelldichte von 0.5 x £@ ml kultiviert. 24 h p.I. wurde die Infektionseaim Durch-

flusszytometer bestimmt und die Zellen fur Expermieeverwendet.

3.2.6 MV-Transmission von trans-MV-DC oder cis-MV-DCs an T-Zellen

FUr die Transmissionsexperimente wurden DCs entweniteMV IC323-GFP beladen oder
fir 24 h infiziert. 5 x 1HDCs wurden mit 2 x T0T-Zellen (entweder unstimuliert, P/I- oder
aCD3/28-stimuliert) im Verhaltnis 1:4 gemischt, abadugiert (Tischzentrifuge 8.000 rpm,
1 min, RT) und in 100 pl vorgewarmten, zytokinsgopéntiertem 10% RPMI resuspendiert.
Sollte die Blockierungseffizienz eines Antikorpénserprift werden, wurden entweder DCs
oder T-Zellen mit dem spezifischen oder dem entsmeden Isotyp-Antikorper fur 1 h bei
37°C vorinkubiert, anschlieRend gewaschen und d#éniko-Kulturen in 100 pl 10% RPMI
(GM-CSF, IL-4) aufgenommen. Nach 2 h Inkubation ®&C wurden die Zellen gewaschen,
in 500 pl 10% RPMI (+FIP, GM-CSF, IL-4) resuspemtien einem Napf einer 48-Napfplatte
fur 3 Tage kultiviert, in ein FACS-RoOhrchen tbenfiilind mit 4 % PFA fixiert. Um DCs und
T-Zellen im Durchflusszytometer zu unterscheidemrden die Zellen mit einem CD3-
spezifischen, PE-konjugierten Antikorper gefarbte Frequenz infizierter CD3T-Zellen
wurde Uber die GFP-Expression bestimmt. Dafur wurdee T-Zellen entsprechend ihrer
ZellgroRe und —dichte im FSC/SSC-Blot und C¥Y3Expression-Blot eingegrenzt.
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Abb. 3-2: FACS-Strategie zur Bestimmung der Frequen CD3'/GFP* T-Zellen 3 Tage nach der Transmis-
sion. Ein reprasentatives Beispiel wird gezeigt.

3.2.7 Virustitraion zur Analyse der Produktion infektioser viraler Partikel von MV-
DCs und MV-B95a Zellen

B95a-Zellen und DCs wurden gezahlt und 1.5 %ZHlen wurden fiir jeden Zeitpunkt einge-
setzt. Die Zellen wurden sowohl mit Mock als auah M WTF (MOI 1) in 1 ml 0% RPMI
infiziert. Nach 2 h wurden die Zellen gewaschen @@k in 2 ml 10% RPMI (+FIP, GM-
CSF und IL-4) und B95a-Zellen in 2 ml 5% RPMI (+Flesuspendiert. 24 und 48 h p.l.
wurden die Zellen und die Uberstande wie folgt gesalt. Die Zellen wurden mit einem
Zellschaber abgelost, im Medium resuspendiert wntrifugiert um die Zellen vom Uber-
stand zu separieren (300 x g, 5 min, RT). Die Zellairden mit PBS-/- gewaschen und in
2 ml 0% RPMI resuspendiert. Ein Aliqguot wurde fie 8estimmung der Infektionsrate mit-
tels Durchflusszytometer zurtickbehalten. Der Ubegtwurde nochmals zentrifugiert, um
Zelldebris zu entfernen (1.000 x g, 15 min, 0°Cie Bellen und der Uberstand wurden bis
zur Titration auf -80°C eingefroren. Um zellassed@s Virus zu ernten wurden die aufgetau-
te Zellsuspension mehrfach gevortext, in einer Azsatrifuge (8.000 rpm, 10 min, 4°C) pel-
letiert und der Uberstand gesammelt. Fiir die Tamatvurden Verdunnungsstufen 1:4 und

1:5 in 0% RPMI hergestellt und je 100ul auf die BZ=llen pipettiert. Die Anzahl von CPE
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wurde am Tag 3 und 5 nach der Titration ausgezdtdtdie TCIR, wurde mithilfe der For-

mel ermittelt, die von Spearman und Karber besbkrievurde.

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 Hitzeschock-Transformation von kompetenten Bakterie

Kompetente Topl0 Bakterien (Invitrogen) wurden &ig aufgetaut. 50 ng Plasmid-DNA
(verdunnt in TE-Puffer) wurden mit den Bakterierrduleichtes Klopfen an das Rohrchen
gemischt und fur 5 min bei 37°C im Heizblock inketti Danach wurde das Bakterienrohr-
chen vom Heizblock auf Eis transferiert und 5 makighlt. 1 ml vorgewarmtes LB-Medium

wurde zugegeben und 15 min bei Raumtemperatur iakulbas Bakterienrbhrchen wurde
fir 100 min bei 37°C und 225 rpm geschittelt. Atisend wurden 50 — 100 ul der Bakteri-
ensuspension auf LB-Selektionsagarplatten ausgestriund Uber Nacht bei 37°C inkubiert.
Am nachsten Tag wurden Bakterienklone gepickt un@ iml LB-Selektionsmedium Uber

Nacht bei 225 rpm und 37°C geschuttelt.

3.3.2 Glycerol-Bakterienstocks

900 pl der Bakterienkultur wurden mit 100 pl Glyaergemischt. Die Glycerol-
Bakterienstocks wurden langsam heruntergekihlt;szuei -20°C eingefroren und nach ei-

nigen Stunden auf -80°C transferiert.

3.3.3 Plasmid-DNA Praparation

Um Plasmid-DNA aus transformierten Bakterien aufmigen, wurden abhangig vom Vo-
lumen der Bakterienkultur die Mini-Praparation (8 Bakterienkultur) oder daBndoFree®
Plasmid Maxi Kit (100 ml Bakterienkultur) dem Prktdl folgend verwendet. Die aufge-

reingte Plasmid-DNA wurde fur Transfektionsexperneeverwendet.
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3.3.4 Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration

Zur Bestimmung der DNA-Konzentration wurde die Afpgmn der DNA-L6sung bei
260 nm mit dem Eppendorf BioPhotometer gemessefirdaurde die DNA-LGsung 1:100
in H,O verdinnt. Um die DNA-Konzentration zu berechnemde folgende Formel benutzt:

c[ng/ ml] = ODzscxVXF

Formel 3-3: Formel zur Bestimmung der DNA-Konzentraion. V = Verdiinnungsfaktor, F = Multiplikations-

faktor (fiir doppelstrangige DNA = 50)

3.3.5 Agarose-Gelelektrophorese

Um die Grol3e und Reinheit der aufgereinigten PlddDNA zu untersuchen wurde 1 pg auf-
gereinigte Plasmid-DNA auf ein 1%-TAE-Agarosegdbadgen und mit 5 pl Ethidiumbromid /
50 ml TAE-Agarosegel-Losung versetzt. Bei UV-Li¢BB0 nm) Anregung emittiert Ethidi-
umbromid detektierbare Fluoreszenz. 5 Volumen Rd$NA wurden mit einem Volumen
6x Ladepuffer gemischt und in die Taschen des Agggels geladen. Um die Grof3e der
Plasmid-DNA zu bestimmen, wurde zusatzlich 5 ul DMArker in die Geltaschen pipettiert.
Die elektrophoretische Separation erfolgte bei 9 Xt x TAE-Puffer. Die DNA wurde mit

Hilfe des UV-Licht visualisiert.

3.4 Transfektion

3.4.1 Transfektion von HeLa-Zellen mit PEI

Einen Tag vor der Transfektion wurden 2 X HeLa Zellen / Napf in eine 6-Napfplatte aus-
gesét, so dass sie am nachsten Tag zu 70% konfieen. 3 pg Plasmid-DNA und 6 pl
Polyethylenimide (PEI, biomol) wurden jeweils in0L@l 150 mM NaClverdunnt. Die PEI-

Losung wurde zur DNA-LOsung pipettiert, gevortextduftir 30 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Wahrenddessen wurde das Medium der Hedleen gewechselt und 1 ml 5%
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MEM zugegeben. Der DNA / PEI-Mix wurde tropfenwese den HelLa-Zellen pipettiert,
durch leichtes Kreisen der Platte verteilt undrfiindestens 3 h bei 37°C inkubiert. Anschlie-
Rend wurde frisches Medium zugegeben und am néachistg wurde das Medium komplett
gewechselt. Die Transfektionsrate wurde abhangrgden geplanten Experimenten gewodhn-
lich nach 24 oder 48 h bestimmit.

3.4.2 Transfektion von T-Zellen (Amaxa®)

Um unstimulierte T-Zellen zu transfizieren wurdes demaxa® Human T cell nucleofector®
kit (Lonzo) verwendet. Dafiir wurden 10 x°IBZellen mit PBS-/- gewaschen und der Uber-
stand komplett abgenommen. Das Zellpellet wurd&0@ pl Nucleofector®-Lésung (82 pl
Nucleofector®solutionwurde mit 18 pbkupplement solutiogemischt) pro Ansatz resuspen-
diert. Der Zellsuspension wurde 5 pg Plasmid-DNAefiigt und in eine Kivette transferiert.
Das Programm U-014 wurde flur die Transfektion vemet. 500 pl vorgewarmtes 10%
RPMI wurde direkt nach dem elektrischen Impuls gappen. Die Zellen wurden in einen
Napf einer 12-Napfplatte transferiert, in den 1.618% RPMI vorgelegt wurden war. Die

Transfektionsrate wurde nach 24 h im Durchflussogter bestimmit.

3.5 Durchflusszytometer /Fluorescence-activated cell sortéFACS)

Alle Proben wurden im FACS Calibllt, Becton Dickinson analysiert. Die erhaltenen Daten

wurden entweder mithilfe der CellQuest Pro Softwader der FlowJo Software ausgewertet.

3.5.1 Fixierung

Wenn nicht anders angegeben, wurden fixierte Zdllelie Analyse im Durchflusszytome-
ter verwendet. Dafur wurden die Zellen geerntet mBBS-/- gewaschen. Fur Oberflachen-
farbungen wurden die Zellen in einer 2% PFA-LOstiingl2 min auf Eis fixiert. Zellen, die
intrazellular gefarbt werden sollten, wurden m4PFA fur 12 min auf Eis fixiert. Nach der
Fixierung wurden die Zellen in PBS-/- gewaschen antveder direkt gefarbt oder bis zur

Farbung im Kihlschrank gelagert.

46



Methoden

3.5.2 Oberflachenfarbung (FACS)

Der Antikdrper wurde in 50 pl FACS-Puffer pro Ansaerdinnt und fur 30 min auf Eis auf
die Zellen gegeben (mindestens 1 % Zéllen pro Ansatz). Die Zellen wurden mehrmals mit
1 ml PBS-/- gewaschen. War der Primarantikdrpentnairekt mit einem Fluorochrom kon-
jugiert, wurde der entsprechende Sekundarantik@bpenfalls in 50 ul FACS-Puffer pro An-
satz verdunnt, auf die Zellen gegeben und fir 3@ imkubiert. Fur die Analyse im Durch-
flusszytometer wurden die Zellen in 100 pl FACS{Buadufgenommen. Eine entsprechende
Isotyp-Kontrolle wurde mitgefuhrt.

3.5.3 Intrazellulare Farbung (FACS)

Der jeweilige Primarantikorper wurde in 50 pl Sappuaffer (0.5%) verdinnt und fur 30-60
min bei Raumtemperatur im Dunkeln auf die Zellerin@hastens 1 x T@ellen pro Ansatz)
gegeben. AnschlieRend wurden die Zellen mehrfagchlmml PBS-/- gewaschen. War der
Primarantikorper nicht direkt mit einem Fluorochromarkiert, wurde der entsprechende Se-
kundarantikorper ebenfalls in 50 pl Saponinpuffer Ansatz verdinnt, auf die Zellen gege-
ben und fur 30 min inkubiert. Fur die Analyse imrEhflusszytometer wurden die Zellen in
100 pl FACS-Puffer aufgenommen. Eine entspreché&atgp-Kontrolle wurde mitgefiihrt.

3.6 Immunfluoreszenzmikroskopie

3.6.1 Aussaen der DCs auf PLL-beschichtetenhamber slides

Die chamber slidesvurden mit poly-L-lysine (0.01 % in 4@, Sigma) fur 10 min bei Raum-
temperatur beschichtet. Anschlie3end wurden diekdogger dreimal mit PBS-/- gewaschen
und Uber den Luftstrom der Arbeitsbank getrock@ek 13 DCs wurden in 100 pl 10%
RPMI (+FIP, GM-CSF, IL-4) resuspendiert und in ek@mmer des Objekttragers pipettiert.
Damit die Zellen adharieren, wurden sie fir 5 men45C inkubiert und danach fir 30 min zu

37°C transferiert. Die Zellen wurden mit 2% PFA 1 min fixiert. Um PFA vollstandig zu
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entfernen, wurden die Zellen mehrfach mit PBS-éwagschen und fir spateren Anwendun-
gen auf 4°C gelagert.

3.6.2 Bildung von autologen DC / T-Zell-Konjugaten aufchamber slides

Vor dem Aussaen der Mock-DCs wurden die ZellenAeixaFluor 488 konjugiertem WGA
(wheat germ agglutinin(verdiinnt 1:400 in 1% BSA/PBS-/-) fir 15 min &i$ markiert und
anschlieBend gewaschen. 5 X DiCs wurden in 100 pl 10% RPMI (+FIP, GM-CSF, IL-4)
resuspendiert und in eine Kammer ausgesat. Zumriataa wurden die DCs bei 4°C fir 5
min inkubiert und danach fir 20 min zu 37°C gewetth&\nschlieliend wurde das Medium
abgenommen und 2 x 10-Zellen, die in 10% RPMI (+GM-CSF, IL-4) resusplért wur-
den, wurden zu den DCs pipettiert. Die Konjugatlmlg erfolgte fur 60 min bei 37°C. Die
Konjugate wurden mit 2% PFA fir 12 min fixiert, nmetals mit PBS gewaschen und bei 4°C
gelagert.

3.6.3 Aussaat von semiadharenten und adharenten Zelllinreauf Deckglasern

1.5 x 10 B95a-Zellen, die in 5% RPMI und 7.5 x“1HeLa-Zellen, die in 5% MEM resus-
pendiert wurden, wurden auf Deckglasern in einemfM@ner 24-Napfplatte ausgesat und
uber Nacht im Inkubator bei 37°C kultiviert.

3.6.4 Oberflachenfarbung (IF)

Fixierte Zellen wurden mit 5% BSA fur 20 min bei Rikubiert, um unspezifische Bin-

dungsstellen zu blockieren. Der Primarantikorperdeun 1% BSA / PBS-/- verdunnt, auf
die Zellen pipettiert und fir 1 h bei 37°C inkubiddngebundener Antikdrper wurde durch
mehrmaliges Waschen mit PBS-/- entfernt. Der Se#wardikérper wurde ebenfalls in 1%
BSA / PBS-/- verduinnt, 1 h bei 37°C auf den Zellgubiert und anschlie3end wurde nicht
gebundener AK mehrmals mit PBS-/- weggewaschena€lawurden die Zellen mit Fluoro-

mount und einem Objektglas eingedeckelt.
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3.6.5 Intrazellulare Farbung (IF)

Fixierte Zellen wurden zuerst mit 0.05% Tween / FB&ir 20 min bei RT permeabilisiert.
Die Objekttrager wurden danach mehrmals mit PB§etwaschen und dem Protokoll fur
Oberflachenfarbungen folgend zuerst mit 5% BSA mé&tt. Anschliel3end wurden die Zellen
mit dem Primar- und spater mit dem Sekundaranti&odgefarbt und schliel3lich mit Fluoro-

mount und einem Objektglas eingedeckelt.

3.6.6 Zenon® labelling kit

Mithilfe des Zenon®labelling kitswurdenpriméare Antikdrper an ihrer Fc-Region mit Flu-
orophor-konjugierten Fab-Fragmenten markiert. Dafirden 1 pug IgG1-Ak mit 5 pl des
Komponenten A (Fluorophor-konjugiertes Fab-Fragméint 5 min bei RT in Dunkelheit
inkubiert. Danach wurden 5 pl Komponente B hinzueftiert und ebenfalls fir 5 min bei RT
in Dunkelheit inkubiert. Der Antikorper wurde in 1BSA / PBS-/- entsprechend verdinnt
und fur 1 h bei 37°C auf den Zellen inkubiert, dieschlieRend mehrmals mit PBS -/- gewa-

schen wurden.

3.6.7 HRP-Farbung

Die membranimpermeableorse-radish peroxidasgHRP) wurde verwendet, um dem extra-
zellularen Milieu zugangliche Kompartimente zu absieren. 24 h p.l. wurden MV-DCs auf
PLL-beschichteten Objekttrager ausgesat. Nach rikabkation bei 37°C wurden die Zellen
auf Eis transferiert und fur 20-30 min gekuhlt. Belm wurde die Zellen mit HRP-versetzten
10% RPMI (+FIP, GM-CSF und IL-4) (10 mg/ml, HRP ¢&yf, SIGMA) fur 1 h auf Eis in-
kubiert. Die Zellen wurden mehrmals mit PBS -/- geshen und fixiert. Um das gebundene
HRP zu detektieren, wurden die DCs mit einem HR&=gigchen Antikdrper fur 1 h bei
37°C und danach mit einem entsprechenden Sekuritdié@rger gefarbt [119]. Anschlie3end

wurden die Objekttrager mit Fluoromount und einebjeRtglas eingedeckelt.
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3.6.8 Farbung des Zellkerns

Fur die Farbung des Zellkerns wurde entweder DAIR6{diamidino-2-phenylindole) oder
DRAQ 5 in 1% BSA / PBS-/- verdiinnt, auf die Zell@pettiert und fir 5 bis 10 min auf Eis
inkubiert. Danach wurden die Zellen mehrmals miSPBgewaschen.

3.6.9 Kolokalisationsanalyse — WCIF Image J

Die Kolokalisationsanalyse wurde durchgefuhrt uns daismald der Kolokalisation zweier
Proteine in einer Zelle zu quantifizieren. Fir daswertung wurde die Software WCIF
Image J mit dem Plugin Kolokalisation verwendetr &i& Analyse wurden die Fluoreszenz-
signale gesplittet und der Kolokalisationskoeffiti€Rr) wurde mithilfe des Pearson’s Algo-
rithmus, der von -1 bis +1 reicht, berechnet. Mstdas 10, meistens jedoch 20-30 verschie-
dene IF-Aufnahmen wurden pro Farbung analysiert. NDéelwert aller Kolokalistionskoef-
fizienten einer Farbung wurde errechnet. Werte awas 0.5 und 0.7 wurden als partielle
Kolokalisation definiert und Werte tUber 0.7 reprisen eine prominente Kolokalisation

zweier Proteine.

3.6.10 Proteinlokalisationsanalyse in DC / T-Zell-Konjugatn

Die IF-Aufnahme wurde mithilfe von Image J in diezlnen Fluoreszenzkandle gesplittet.
Das erhaltene Schwarz/Weil3-Image wurde exportied onit der Software AIDA Image

Analyzer gedffnet. Um die Verteilung eines Protemsler VS zu untersuchen, wurden die
Gesamtpixelintensitat (100%) und die Pixelintenisitader VS bestimmt. Die Quantifizierung
berechnete prozentuale Akkumulation in der VS imgl&ch zur Gesamtpixelintensitat des
zu untersuchenden Proteins. Es wurden mindestek®2fdigate pro Farbung analysiert und

der Mittelwert der prozentualen Akkumulation alknjugate einer Farbung berechnet.

50



Methoden

3.7 Biarsenical dye — fluorescein arsenical hairpin ader (FIAsH)

Zumeist wird ein zu untersuchendes Protein mit dgim-fluoreszierenden Proteigréen
fluorescent proteinGFP) oder einer seiner Farbvarianten fusiondé,relativ grof3 sind (~
27 kDa) und somit die Expression, zellulare Lokdl@n oder Funktion des Fusionsproteins
modifizieren konnen. Der Tetracystein (TC)-Tagsshr kurz und erlaubt die Analyse der
Lokalisierung und Bewegung von Proteinen in lebendellen [126]. Kleine membranper-
meable Fluorophore binden an Aminosaure-Sequenzenz.B. der fluorogene Biarsenical
dye — FIAsH, eine vom Fluoreszenzfarbstoff Fluoegs@bgeleitete arsenhaltige chemische
Verbindung, die kovalent und spezifisch an kurzptideequenzen, dem TC-Tag, bindet. Im
Komplex mit Ethandithiol (EDT) FIAsH-EDJwird aus dem nicht-fluoreszierenden FIAsH
ein Fluoreszenzfarbstoff. Erste Experimente fuheemer Beschreibung der minimalen Bin-
dungssequenz CCPGCC, die aus vier Cysteinen uedhestus zwei Aminosauren bestehen-
den Spacer aufgebaut ist [127]. Um die Hintergrlumitiészenz zu minimieren, wurden die
flankierenden Sequenzen optimiert und die Sequerdienaus 12 Aminosauren aufgebaut
sind, publiziert - FLNCCPGCCMEP und HRWCCPGCCKTRgL Neben dem fluoreszie-
renden FIAsH kdnnen Proteine auch mit dem rot-fsaierendes Analogsorufin arsenical
hairpin binder(ReAsH) gelabelt werden.

I_P'r_rls-r- of Injeresl=Cys Ly s -Pro-Gly-Cys Gy s-

TiC=Tag

FlasH Labelng Aeagent Fl&sH Labeling Reagent
(man-fusrescant (Hutrsszeniy

Abb. 1-6: Bindung von FIAsH an das TC-Motiv(modifizierte Abbildung von www.invitrogen.com)

3.7.1 FIAsH & ReAsH-Markierung

Zellen, die entweder transient nach Transfektidagiide: pCG-M323-TC 6aa, pCG-M323
FIAsH 12aa, pCG-M ED-TC 6aa or pCG-M ED FIAsH 12Bksmidtabelle 2-3) oder Infek-
tion mit rekombinantem MV (rMV323 M-TC 12aa oderVWMED M-TC 12aa (MV Tabelle 2-
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2)), das M-TC Fusionsprotein exprimierten, wurddnoger 48 h nach der Transfektion oder
Infektion entweder mit FIASsH oder ReAsH Reagenzrmaarkiert. Das Protokoll fur die
FIAsH- bzw. ReAsH-Farbung wurde von Dr. Carsten frhain (Institut fir Pharmakologie
und Toxiologie / Wirzburg) zur Verfligung gesteltiduftir die Markierung von DCs modifi-
ziert [126, 129]. 25 mM Ethandithiol (EDT)-L6sungumde frisch hergestellt. Daflr wurde
1.05 pl EDT mit 500 pl DMSO versetzt. 1 pl FIASHnde mit 1 pl 25 mM EDT gemischt
und fir 10 min bei RT inkubiert. Der FIAsH / EDT-Miwurde in 200 pl FIAsH / ReAsH
Markierungspuffer verdinnt und in 10 min bei RTublert. Wahrenddessen wurden die Zel-
len einmal mit FIAsH / ReAsH Markierungspuffer geehen, der dann komplett abgenom-
men wurde. Anschliel3end wurde der FIAsSH / EDT-Mix die Zellen pipettiert und fur 1 h
37°C inkubiert. Um den Waschpuffer vorzubereitenyde 21 pl EDT (500 mM EDT) mit
500 pl DMSO versetzt. 5 pul EDT / DMSO-Mix wurde @D ml FIAsH / ReAsH-
Markierungspuffer verdinnt, so dass eine 250 mM #&Aschlésung entstand. Nach 1 h
wurde das FIAsH-Medium komplett abgenommen und Wmakchlosung wurde zugegeben.
Nach 10 min Inkubation bei 37°C wurde die Waschhgsabgenommen und die Zellen wur-
den nochmals fir 10 min mit 1 ml Waschlosung gewasc Danach wurden die lebenden
Zellen im Fluroeszenzmikroskop analysiert.

Zur Markierung des M-TC Protein mit ReAsH, wurdg Al 2 mM ReAsH mit 0.5 pl 25 mM
EDT in DMSO verdunnt (2.1 ul 10 M EDT in 1 ml DMS@Opd fur 10 min bei RT inkubiert.
1 ml FIAsH / ReAsH-Markierungspuffer wurde hinzuggtf und nochmals fir 10 min inku-
biert. Vor der Markierung wurden die Zellen einmat FIAsH / ReAsH-Markierungspuffer
gewaschen und der ReAsH-Mix fir 1 h bei 37°C inkubi250 pl BAL (25 mM Stocklo-
sung) wurde im FIAsH / ReAsH-Markierungspuffer viémdt, um den ReAsH-Waschpuffer
herzustellen. Die Zellen wurden zweimal mit je 1 RdAsH-Waschpuffer fur 10 min gewa-

schen. Im Anschluss wurden die Zellen sofort inoFdszenzmikroskop analysiert.
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3.8 Proteinbiochemie

3.8.1 Préaparation von Zelllysaten

Die Zellen wurden gezahlt und mit PBS-/- gewaschlerilx18 Zellen wurden in 100 pl NP-
40 Lysepuffer, dem 2 ul Proteaseinhibitor-Cockkaiizugefligt wurde, resuspendiert, mehr-
mals gevortext und fur 30 min auf Eis inkubiert.s&hlieRend wurde das Lysat in der Tisch-
zentrifuge zentrifugiert (13.000 rpm, 15 min, 4°@h die Zelldebris zu pelletieren. Der Ly-
satuiberstand wurde abgenommen und bei -20°C eargafr

3.8.2 Photometrische Bestimmung der Proteinkonzentratiommittels Bicinchoninsaure
(BCA)-Assay

995 pl Bicinchoninsaureldsung (Kupfer(ll)sulfat-ludgy 1:50 verdinnt in Bicinchoninsaure)
wurden mit 5 pl des Proteinlysates gemischt und.&imin bei 60°C inkubiert. Eine Protein-
l6sung der Konzentration von 1 mg/ml wurde als &ad verwendet. Als Blank-Kontrolle
wurde Kupfer(ll)sulfat / Bicinchoninsaure-Losungwendet. Die Proteinkonzentration wur-
de mithilfe des Programms BCA im Photometer gemresse

3.8.3 Fraktionierung Detergenzresistenter Membranfraktionen (DRM)

Um die Assoziation des viralen M-Proteins mit DRksanalysieren, wurden MV-infizierte

oder pCG-M transfizierte Zellen mit PBS-/- gewasthas Zellpellet wurde in 200 pl Brij

98-Lysepuffer, das mit 1 mM NaF ergdnzt wurde, spsadiert, mehrmals gevortext und fir
20 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde dadlly&at mit 600 pul 60 % Saccharose-
Lésung (in NTE) versetzt und in ein 4 ml Ultrazémigenrohrchen vorgelegt. Nacheinander
wurde das Lysat mit 2.5 ml 30 % und abschliel3end2mbi % Saccharose-Losung vorsichtig
Uberschichtet. Die Dichtegradientenzentrifugaticiolgte bei 350.000 x g fur 16 h bei 4°C.
Am nachsten Tag wurde der Boden des Ultrazentniftiif@chens mit einer Kantle perforiert
und jeweils 500 ul Fraktionen in 2 ml Reaktions@ef@ gesammelt. Die Fraktionen wurden
mit 1 ml eiskaltem Azeton versetzt, mehrmals ineertund fir mindestens 60 min bei -20°C

eingefroren, um die Proteine zu prazipitieren. Ndeh Zentrifugation (13.000 rpm, 20 min,
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4°C) wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen dad Préazipitat in 30 pl SDS-
Probenpuffer resuspendiert. Die Proben wurden I9i88S-Gelelektrophorese und anschlie-

Rendem Western Blot analysiert.

3.8.4 Viruspartikel- / Virus like particle Freisetzungsassay

Nach 24 bzw. 48 h Infektion oder Transfektion wurdiée Zellen und der Uberstand geerntet.
Die Uberstande wurden zuerst niedrigtourig (3.0@0) ¥5 min, 4°C) und dann durch ein 20%
Saccharosekissen (500 pl in NTE) in einem Ultrazfeigationsrohrchen ultrazentrifugiert

(150.000 x g, 2 h, 4°C). Das Sediment wurde in B&[PS-Probenpuffer resuspendiert und
bis zur Analyse mittels SDS-Gelelektrophorese uresiétn Blot auf -80°C eingefroren. Die

Zellen wurden mit NP-40-Lysepuffer lysiert und diemals Expressionskontrolle.

3.8.5 SDS—Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE dient der Auftrennung von Proteinetsgrechend ihrer Grol3e im elektri-
schen Feld. Das Trenngel wurde zuerst zu 4/5 ia @e@kammer gegossen und mit Isopropa-
nol Uberlagert. Nachdem das Trenngel auspolymerigiar, wurde Isopropanol abgenom-
men, das Trenngel wurde mit Sammelgel Gberschicimefir die Taschen wurde ein Kamm
in das Gel geschoben, bevor es vollstandig auspigrart war.

Trenngel
Konzentration von Acrylamid 10 % 12 % 15 %

1.5 M Tris-HCI, pH 8.7 8.0 ml 8.0 ml 8.0 ml
H.O 12.9 ml 10.8 ml 7.2 ml
30 % Acrylamid 10.6 ml 12.8 ml 16.0 ml
10 % APS 280 pl 280 pl 280 pl
20 % SDS 160 pl 160 pl 160 pl
TEMED 10 pul 10 pul 10 pul
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Sammelgel

1 M Tris-HCI, pH 6.8 1.25 ml
H-O 6.0 ml
30 % Acrylamid 1.3 ml
10 % APS 100 pl
20 % SDS 50 pul
TEMED 10 pul

Die Gelkammer wurde mit SDS-Laufpuffer geflllt. Diroteinkonzentration der Proben
wurde bestimmt und das entsprechende Volumen wmit&x SDS-Probenladepuffer ver-
setzt. Die Proben wurden fur 5 min bei 100°C audgbk, kurz anzentrifugiert und in die Gel-
taschen geladen. Der Gellauf fand bei 10 mA UberhNatatt und wurde beendet, wenn die

Lauffront 1 cm vor der unteren Plattenkante war.

3.8.6 Western-Blot-Analyse und Quantifizierung

Der Western Blot ermdglicht das Ubertragen von énen, die im Elektroblot aufgetrennt
wurden, auf Nitrozellulosemembran. Die negativ-gdeteen Proteine wandern dabei im
elektrischen Feld zum positiv-geladenen Pol (Ano@&@ Nitrozellulosemembran liegt zwi-
schen Gel und Anode im Halbtrockenblot.

Zuerst wurden 6 Whatman-Papiere in der Grof3e dés Leeechtgeschnitten. Die ersten 2
Papiere und das Gel wurden in den Kathodenpuffeaugat. Die Nitrozellulosemembran
wurde in 30 mM Anodenpuffer aquilibriert und aufsdael gelegt. Danach folgten 2 What-
man-Papiere, die in 30 mM Anodenpuffer und schilié32 weitere Papiere, die in 300 mM
Anodenpuffer aquilibriert wurden. Der gesamte Auflsollte luftblasenfrei erfolgen. Nach
dem Schliel3en der Blotkammer wurden fur 1 h 15einl20 mA die Proteine transferiert.
Nach dem Blotten wurde die Nitrozellulose enthommed zur Abséttigung unspezifischer
Bindungsstellen fir 30 min in 10 % Milchlésung (10Pckenmilchpulver in PBS / 0.5%
Tween) auf einer Wippe inkubiert. Nach dreimaligéfaschen mit 0.5 % Tween (PBS-/-) fur
jeweils 10 min erfolgte ein Immunnachweis der Rrieauf der Nitrozellulosemembran mit
spezifischen monoklonalen Primarantikérpern, dieveder fir 1 h bei RT auf der Wippe
inkubierten oder Uber Nacht bei 4°C. Die Membrarrdeudreimal fir 10 min mit 0.5 %

Tween gewaschen. Der HRP-konjugierte Sekundarapekdvurde in der Milchlésung ver-
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dinnt und fir mindestens 1 h bei RT auf der Wippaulbiert. Im Anschluss wurde die
Membran nochmal dreimal fur 10 min mit 0.5 % Tweggwaschen. Die Proteine wurden
mithilfe der ECL-Reagenzien nachgewiesen. Daflrdenrbeide Komponenten 1:2 gemischt.
2 ml ECL-L6sung wurden gleichmaf3ig auf die Membpgoettiert und fir 1 min im Dunkeln
inkubiert. Durch die enzymatische Aktivitat der ®edase wird Luminol so umgesetzt, dass
Licht produziert wird, dass zu einer Schwarzungaldgelegten Réntgenfilms fuhrt.

Fur Quantifizierungen wurden der Réntgenfilm eiregesit und digitalisiert und, wenn ange-

geben, mit dem AIDA Image Analyzer ausgewertet.

3.9 Statistische Analyse

Um statistische Signifikanz (*p<0.05, **p<0.01 urit¥p<0.001) zu errechnen, wurde die
GraphPad Prism Software verwendet. Fir die Trarsomsexperimente mit mindestens 3
verschiedenen Ansatzen wurdee-wayANOVA gefolgt von dem Bonferronpost-testing
verwendet. Fur die Analyse der Umverteilung von ékdlen zur Synapse wurde der Stu-
dent’s t-Test verwendet.
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4 Ergebnisse

DCs sind relativ unfahig, infektiése virale Partikze produzieren, obwohl virale Transkripte
akkumulieren. Im Folgenden sollte die MV-Infektibomaner unreifer DCs (iDCs) im Ver-
gleich zu infizierten B95a-Zellen untersucht werdBabei wurde im Besonderen die intra-
zellulare Verteilung des M-Proteins verglichen. €&udie Verminderung der Partikelproduk-
tion in DCs wird eine spezielle MV-Transmissionsktur fur die Infektion von T-Zellen be-
notigt, damit effizient Virus Ubertragen werden kabie MV-Transmission von infizierten
DCs an autologe T-Zellen wurde analysiert, wobe Analyse der Architektur der MV-

induzierten Virologischen Synapse im Vordergrurahdt

4.1 MV-Infektion von DCs (MV-DCs)

4.1.1 Effizienz der MV-Infektion

Humane iDCs exprimieren nur geringe Mengen des NNhriisrezeptors CD150 auf der
Oberflache, jedoch hohe Mengen von DC-SIGN, weldii&sBindung, aber nicht den Vi-
ruseintritt vermittelt [26]. Zuerst wurde die OHdéadhenexpression von CD150 auf iDCs und
LPS-ausgereiften DCs (mDCs) analysiert. Die MessiergCD86-Expression diente als Aus-
reifungsmarker (Abb. 4-1). Sowohl CD86 als auch 6@Divurden auf der Oberflache von
mDCs heraufreguliert. Die CD150-Expression warralfCs um das 2.3-fache im Vergleich
zu iDCs erhoht.
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Abb. 4-1: CD86- und CD150-Oberflachenexpression aubCs und mDCs.iDCs wurden fur 24 h mit LPS

(100 ng/ml) zu mDCs ausgereift. Die Expressionsnigevon CD86 und CD150 auf der Oberflache von iDCs
und mDCs wurden im Durchflusszytometer bestimmt.

Um in vitro die iDC Infektionseffizienz zu testen, wurden diesgweder mit dem MV-
Wildtypstamm WTF oder mit dem rekombinanten Stan@823 infiziert. Um die Infektion
im Durchflusszytometer oder in der konfokalen Imifhworeszenzmikroskopie visualisieren
zu kénnen, wurden die rekombinanten IC323-Stammeerelet, die von einem japanischen
Wildtyp-Stamm generiert wurden und entweder GFP (I8823-GFP) odetomato redMV
IC323-tomato red) in einem zusétzlichen offenenekaismen oberhalb des N-Gens kodieren
(Position 1) (Abb. 4-2) [130]. Die rekombinanteréa®me weisen weder Unterschiede in der
Rezeptornutzung noch in der vitro Replikation auf. Die infizierten Zellen produzierent-
weder hohe Mengen an GFP otlemato reddie als Reporterproteine fur die MV-Infektion

dienen. Die Konzentration von GFP bzemato redist ein direktes Maf fir das Niveau der
MV-Replikation.

3 'Leader IGS IGS 1GS IGS 1GS 5" Trailer

e N jr/C/VIMES FIHT 1 [

Abb. 4-2: Schematische Darstellung des Genoms voerd rekombinanten MV 1IC323tomato redStamm.
MV IC323-GFP exprimiert anstatt demmato redProteins GFP an Position 1.
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iDCs oder LPS-ausgereifte DCs (mDCs) wurden entwadeMV IC3234tomato red(MOI

1) oder Mock (Kontrolle) fur 24 und 48 h infiziewhd das Expressionsniveau des Reporter-
proteins wurden mittels Durchflusszytometrie odieioFeszenzmikroskopie analysiert.

24 h nach Infektionpost-infection p.l.) konnten bereitsomato red— exprimierende iDCs
und mDCs detektiert werden, jedoch keiomato red’-DCs in der Mock-behandelten Popu-
lation (Abb. 4-3 A, weil3er Pfeil). Mithilfe des Dehflusszytometers wurde die Frequenz infi-
zierter DCs gemessen. 24 h p.l. waren 12 % der i@s16 % der mDCs infiziert. Nach 48
h stieg die Zahl der infizierten Zellen trotz FIRgabe etwas an - 21 %6mato red’ iDCs
und 20 % infizierte mDCs wurden detektiert. Allergls waren die Expressionsniveaus des
Reporterproteingomato redunterschiedlich. Die mittlere Fluoreszenzintens{téf|) war
deutlich hoher in iDCs als in mDCs. 24 h p.l. bgtdie MFI fur iDCs 104 und fir mDCs 16.
Das bedeutet, dass die Expression tdesato redProteins6-mal hoher in infizierten iDCs

und nach 48 h Infektion weiterhin 4-mal héher wiaria mDCs (Abb. 4-3 B).
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Abb. 4-3: MV IC323-tomato redInfektion von iDCs und mDCs.iDCs und mbDCs wurden 2 h mit 1C323-
tomato redozw. Mock-infiziert und danach in FIP-haltigem Meuli kultiviert. Die Analyséomato red" DCs
erfolgte 24 und 48 h p.l. (A) im Fluoreszenzmikrogloder (B) im Durchflusszytometer. Fur die IF wamdCs
auf PLL-beschichteten Objekttragern ausgesat,rfixind mit Phalloidin-A488 gefarbt, um die Zellgeem zu
visualisierentomato red” DCs wurden mit einem weiRen Pfeil gekennzeichd&l = mittlere Fluoreszenzin-

tensitat
Der MV-Eintritt schien trotz unterschiedlicher COL®berflachen-Expressionsniveaus in

iDCs und mDCs gleich zu sein. Allerdings war diepRationseffizienz in iDCs deutlich
hoher.
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4.1.2 DC-Ausreifung nach MV-Infektion

MV-Infektionen induzieren die Ausreifung von iDC34] 95], die charakterisiert ist durch die
Hochregulierung von MHC |, MHC II, CD25, CD40, CD89D80, CD83 und CD86. CD150
ist ebenfalls ein Ausreifungsmarker, der nach LE8u8ation verstarkt auf der Oberflache
vorkommt (Abb. 4-3) [26]. Um zu untersuchen, ob M¥-Infektion im Vergleich zu LPS
einen Einfluss auf das CD150-Oberflachenniveauvmatden iDCs entweder mit MV 1C323-
GFP infiziert oder mit LPS ausgereift. Als Konteall wurden unbehandelte iDCs (KT) und
Mock-behandelte iDCs (Mock) mitgefuhrt. 24 h spaterde die Menge an CD150 und die
Effizienz der Ausreifung mittels CD86-Farbung awdr dOberflache von DCs im Durch-
flusszytometer analysiert (Abb. 4-4). Der Ausregamarker CD86 war auf mDCs sowie auf
MV-behandelten DCs erhoht, unabhéngig davon, obDdis infiziert waren (GFP oder
nicht (GFP). Im Vergleich zur KT war das CD150-Oberflachergauv auf mDCs 2.2-fach
hoher und 1.2-fach hoher auf den MV-behandelten.D@sMittel waren 30% der MV-
behandelten DCs GFPWurden nur GFRDCs analysiert, konnte eine 1.5-fache Hochregu-
lierung von CD150 im Gegensatz zu den GBRs detektiert werden, die gleiche Oberfla-
chenniveaus wie unbehandelte (KT) und Mock-DCs as#®n. Infizierte DCs regulierten 24

h p.l. selektiv und moderat CD150 auf der Oberfihch.
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Abb. 4-4: CD150-Oberflachenexpression auf MV-DCsDie Oberflachenexpression (MFI) des Ausreifungs-
markers CD86 und (B) des MV-Eintrittsrezeptors CDWsurde auf unbehandelten (KT), Mock- und MV
IC323-GFP (MOI 1)-infizierten iDCs sowie LPS-ausgjien DCs 24 h p.l. im Durchflusszytometer gemasse
Die MFI der KT wurde gleich 1 gesetzt und die aetdeWerte zu KT normalisiert. Die CD150-Farbung veurd
in Duplikaten gemessen und der Mittelwert von 3hindagigen Experimenten in dem Diagramm dargestellt.
Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung.

60




Ergebnisse

iDCs besitzen eine hohe endozytotische Aktivité,ridaich Ausreifung drastisch reduziert ist.
Um die endozytotische Effizienz von MV-DCs zu ustethen, wurden Mock-behandelte
iDCs, MV-DCs und LPS-mDCs mit FITC-Dextran, einemdtophilen Polysaccharid, bei
37°C gefittert. Zur Kontrolle wurden die Zellen @tmich bei 4°C gefiuttert, um die Endozy-
tose zu inhibieren und die Hintergrundfluoreszeegtimmen zu kdnnen. Nach 15, 30, 60 und
120 min FITC-Dextran-Exposition wurden die DCs gsueen, fixiert und die Kinetik der
FITC-Dextran-Endozytose im Durchflusszytometer gsialt, wobei die Hintergrundfluores-
zenz (4°C) von dem gemessenen Wert (37°C) abgezogete (Abb. 4-4). Wie erwartet
besalRen iDCs die hiéchste endozytotische Aktiwtahingegen mDCs kaum FITC-Dextran
endozytiert hatten. Nach 120 min zeigten MV-DC<aleutliche Reduktion der Endozytose
um den Faktor 4.5 im Vergleich zu iDCs auf. Allergs nahmen MV-DCs 3.3 mal mehr
FITC-Dextran auf als mDCs. Das beschriebene EndseyExperiment offenbarte, dass MV-
DCs Intermediate von iDCs und mDCs bezuglich ileretozytotischen Aktivitat sind.
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Abb. 4-5: MV-DCs haben eine reduzierte FITC-DextranEndozytose-FahigkeitMock-DC @ ), MV-DC @ )
und mDC @A ) wurden mit FITC-Dextran bei 4°C aleritrolle und bei 37°C gefittert. Nach den angegeben
Zeitpunkten wurden die Zellen fixiert und die FI'D@&xtran-Aufnahme wurde mithilfe des Durchflusszy&em
ters analysiert. Um die tatsachliche endozytotisikgvitat zu bestimmen, wurde die Hintergrundflaszenz
(4°C) vom gemessenen Wert (37°C) abgezogen.

Zusammenfassend zeigten die Untersuchungen, dasdi®®usreifung der DCs in Bezug
auf CD86-Oberflachenexpression und Endozytose-kahan induzierte, jedoch schwacher

als LPS. Der Ausreifungsmarker CD150 wurde modatdtder Oberflache von MV-DCs

hochreguliert.
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4.1.3 Partikelmorphogenese und Freisetzung infektioser Vionen in MV-DCs

DCs spielen eine wichtige Rolle fur die Dissemioatdes MV durch Zell-Zell-Fusiom vit-

ro und maglicherweisde novoProduktion infektioser Partikel [17]. Die Fahigkeifizierter
DCs, infektiése Partikel zusammenzubauen und fseizen, wurde in den folgenden Expe-
rimenten im Vergleich zu der MV-permissiven B-Ziglik B95a untersucht.

iDCs und B95a-Zellen wurden fur 2 h mit MV WTF (MQ) infiziert und anschlieRend in
FIP-haltigem Medium fir 24 und 48 h kultiviert. Uslre Anzahl infizierter Zellen zu bestim-
men, wurde 24 h p.l. ein Aliquot der Mock- und M¥Handelten Zellen abgenommen und
im Durchflusszytometer auf die Expression viraleotBine untersucht (Infektionskontrolle).
Die Produktion und Freisetzung infektioser Partikerde durch die Titration von Zellpellets
und Zelliberstdnden bestimmt, um die Zell-assdeiiend freigesetzte Virusproduktion zu
unterscheiden. Hierfir wurde das Zellpellet vom tdtend durch Zentrifugation separiert.
Zellpellet und Uberstand wurden mindestens tbehNaf -80°C eingefroren, auf Eis aufge-
taut und auf B95a-Zellen in 2 Verdiunnungsreihenuhd 1:5 titriert. Die Auswertung erfolg-
te 3 und 5 Tage nach der Titration. Die Infektiam#kolle zeigte, dass in allen durchgefihr-
ten Titrationsexperimenten vergleichbare Infektedfizsienzen erreicht wurden.

B95a-Zellen produzierten sowohl 24 h als auch 48Ihdie héchste Gesamt-Virusmenge,
jeweils 1.2x16 bzw. 2x16 PFU/mI. Die Gesamt-Virusmenge infizierter DCs war mindes-
tens eine log-Stufe reduziert — nach 24 h 1.Axir@l nach 48 h Infektion 7.6x1®FU/ml
(Abb. 4-6A). Die Reduktion der Virusmenge von D@s Vergleich zu B95a-Zellen war un-
abhangig von der MOI, da mit MOI 0.1 infizierte D€lsenfalls eine log-Stufe weniger Virus
produzierten. Die Zunahme der Zell-assoziierterusfinenge von 24 auf 48 h stieg in DCs
und B95a vergleichbar um etwa eine log-Stufe am.d&$ Zell-assoziierte Virus ergab sich,
dass infizierte B95a-Zellen 48 h p.l. 1.8%18ingegen MV-DC 2.4x¥0PFU/mI produzier-
ten. Die Titration der Zelliberstdnde zeigte, ddissVirusfreisetzung von MV-B95a-Zellen
nach 48 h Infektion 1.8xf®zw. von MV-DCs 5.2x10PFU/ml betrug. Die Zunahme der
freigesetzten Virusmenge war in B95a-Zellen holhemn MV-B95a produzierten 43-mal
mehr freies Virus im Zeitraum von 24 auf 48 h phingegen MV-DCs nur 7.6-mal mehr
(Abb. 4-6B). Zusammenfassend konnte gezeigt werdiess DCs weniger Virus produzierten
als MV-permissive B95a-Zellen. Die Partikelmorphogee und/oder die Virusfreisetzung

sind moglicherweise in MV-DCs beeintrachtigt.

62



Ergebnisse

A 105 Gesamt-Virusmenge B . mm Uberstand
10 3 Zell-assoziiert
104 104
E E
= 103 ] — ~ 103
= =
= S
P A
102 102
: " I:|
24hpl 48hpl 24hpl 48hpl 24hpl  48hpl 24 hpI 48 hpI
MV-B95a MV-DC MV-B95a MV-D

Abb. 4-6: Reduktion der Virusproduktion in MV-DCs. iDCs oder B95a-Zellen wurden mit WTF (MOI 1)
infiziert. Zur Bestimmung der Virusmenge in Ubergtén und Zellpellets wurden diese geerntet, wegggfr
aufgetaut und auf B95a-Zellen in den Verdinnungitseh 1:4 und 1:5 titriert. Die Auswertung der raiion
erfolgte 3 und 5 Tage nach Titration. Der Mitteltwesn 2 Titrationen ist im Diagramm dargestellte@jesamte
Virusmenge ist in (A) dargestellt und die Zell-adgrte und freigesetzte Virusmenge in (B).

4.1.4 Akkumulation von MV-Proteinen in MV-DCs

Eine mogliche Erklarung fur die reduzierte MV-Pegtproduktion in DCs kénnte eine Ver-
minderung der viralen Proteinsynthese sein. UmAdlleumulation viraler Proteine zu unter-
suchen, wurden DCs und B95a-Zellen mit MV WTF (MDIfur 2 h infiziert. AnschlieRend
wurde FIP zugegeben. Nach 24 und 48 h Infektiordemrdie Zellen fixiert und die intrazel-
lulare Expression des viralen Matrixprotein M undkid¢okapsidprotein N (Abb. 4-7A, untere
Reihe, links N-Protein, Mitte M-Protein) sowie zt®&h zur intrazellularen Expression die
Oberflachenexpression der Glykoproteine H & F (ebReihe, links und Mitte H-Protein,
rechts F-Protein) im Durchflusszytometer detekti®ie Analyse der Expressionsniveaus
aller untersuchten MV-Proteine zeigte zu allen @daikten eine schlechtere Akkumulation in
DCs im Vergleich zu B95a-Zellen. Zusatzlich schias Niveau zu stagnieren, da zwischen
24 und 48 h p.l. keine deutliche Zunahme zu erkenmwar. Die Akkumulation des M-
Proteins war im Durchflusszytometer nur schwaclekietrbar. Jedoch war das Expressions-
niveau in B95a-Zellen hoher als in DCs. Um zu ldegga, dass MV-DCs M-Proteine expri-
mierten, wurde die Akkumulation in Proteinlysatamsatzlich im Western Blot untersucht
(Abb. 4-7B). Zusammengefasst konnte gezeigt werdass DCs die MV-Replikation auf der
Stufe der Proteinakkumulation restringierten, wiae derklarung fur die verminderte Parti-

kelproduktion sein kdnnte.
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Abb. 4-7: Expression von MV-Proteinen in infiziertan DCs und B95a-Zellen.(A) DCs und B95a-Zellen
wurden mit WTF (MOI 1) infiziert. 24 h und 48 h pwurden die Zellen geerntet, fixiert und fur irtetlulare
Farbungen permeabilisiert. DCs wurden mit speifiscAntikdrpern gegen F-, H-, M- und N-Proteineagbf.

Die Expression wurde mithilfe eines Durchflusszy&tens analysiert. Die Ergebnisse von 2 Experimesieth
zusammengefasst und wurden entsprechend den MdldnZmrmalisiert. (B) Gelelektrophoretische Auftre
nung von Proteinlysaten von MV-DCs und anschlief@grdNachweis der Expression des M-Proteins im Wes-
tern Blot durch Verwendung von M-Protein- und Aksipezifischen (Ladekontrolle) Antikérpern.

4.1.5 Subzelluléare Verteilung der MV-Proteine in DCs

Zusatzlich zur limitierten Akkumulation viraler Reine konnten zelltypspezifische Unter-
schiede in der subzellularen Verteilung der virdheateine zu der verminderten Virusproduk-
tion in DCs fuhren. In den nachfolgenden Experiragntvurde die Assoziation des M-
Proteins mit detergenzresistenten MembranfraktiqdRMs) durch Dichtegradientenzentri-
fugation sowie die subzellulare Lokalisation undt€gung von viralen Proteinen in DCs im

Fluoreszenzmikroskop untersucht.

4.1.5.1 DRM-Assoziation des M-Proteins

DRMs, auch Lipid Rafts genannt, sind Glykosphingioh und Cholesterolreiche Mikrodo-
manen, die einerseits als Plattformen fir Signasidaktionen [131] und anderseits fur Virus-

partikel-Morphogenese und Freisetzung, einschital3ies MV, von Bedeutung sind [64,
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132, 133]. Das MV M-Protein ist relevant fur densZmmenbau viraler Partikel [37, 59]. In
MV-ED infizierten BJAB-Zellen waren 35% des M-Prioie mit DRM assoziiert [64].

Um die Assoziation des M-Proteins mit DRMs in D@suntersuchen, wurden DCs mit MV
WTF (MOI 1) fur 2 h infiziert und 48 h in FIP-haiem Medium kultiviert. Die Lysate wur-
den nach einer Dichtegradientenzentrifugation urakttonierung auf ein SDS-Gel aufgetra-
gen. Neben dem M-Protein wurde CD55 als Markerf®®Ms nachgewiesen. 25 % des M-
Proteins assoziierte mit den DRM-Fraktionen in M\Z£ (Abb. 4-8A). Es konnte gezeigt
werden, dass das M-Protein in infizierten DCs dihigkeit besal3, mit DRMs zu assoziieren.
Choleratoxin (CTX) ist ein Proteinkomplex, der vd@akteriumVibrio choleraeproduziert
wird. Die CTX B-Untereinheit formt einen Ring, den das GM1 Gangliosid bindet, ein Gly-
kosphingolipid, das konzentriert in Lipid Rafts tuif. In IF-Farbungen clusterte das M-
Protein an der Plasmamembran und kolokalisiertégiiamit CTX B*-Regionen (gekenn-
zeichnet durch Pfeile, gelbe Farbung) (Abb. 4-8B).
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Abb. 4-8: M-Protein-Assoziation mit DRMs. (A) WTF-infizierte DCs wurden 48 h p.l. lysiert, nacimex
Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation und knalktrung gelelektrophoretisch aufgetrennt (15% Ac-
rylamid) und im Western Blot auf das Vorkommen W#Proteinen und CD55 (als Marker fir DRMs) unter-
sucht. Die Analyse der Verteilung erfolgte mithidees AIDA Image Analyzer. (B) IF-Farbung von WTF-
infizierten DCs. Kofarbungen wurden mit CTX B un@XCB-spezifischen Antikérper zusammen mit M-Protein
spezifischen Antikérpern durchgefiihrt und mithilfies Fluoreszenzmikroskop analysiert.

4.1.5.2 Kolokalisationsanalyse der MV-Proteinen in infizieten DCs

Um zelltypspezifische Unterschiede in der subzétkn Verteilung der MV-Proteine in DCs
im Vergleich zu B95a-Zellen zu untersuchen, wurdenZellen 2 h mit MV WTF (MOI 1)

infiziert und 24 h in FIP-erganzten Medium kultitieMV-DCs wurden auf PLL-behandelten
Objekttragern ausgesat, wahrenddessen wuchsenZdea- auf Deckglasern. 24 h p.l. wur-
den die Zellen fixiert, permeabilisiert und mit goechenden spezifischen Antikérpern ge-
farbt. Die Assoziation der MV-Proteine untereinandad mit zellularen Kompartimenten

wurde mittels konfokaler IF-Mikroskopie analysierd quantifiziert. Zur Kontrolle wurden
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Mock-behandelte DCs gefarbt. Um eine Uberstrahldeg Fluoreszenzkanale und damit
falsch positive Ergebnisse auszuschlie3en, wurderAdfnahmen mit Anregung durch je-
weils nur einen Laser gemacht und mithilfe der Bafe des Mikroskops wieder tberlagert.
Die Fluoreszenzaufnahmen eines Antikdrperpaaresiemuunter der Verwendung gleicher
Lasereinstellungen gemacht.

Fur die Quantifizierung wurde der Pearson Kololaiaskoeffizient (Rr) mit der Software

Image J berechnet. Rr-Werte zwischen 0.5 und Ordemeals partielle Kolokalisation defi-

niert und Werte tber 0.7 entsprechen einer Kolektibn zweier gefarbter Proteine.

4.1.5.3 Kolokalisation der MV-Proteine

Die MV-Replikation, die Akkumulation der viralen dteine sowie ihr abgestimmter Trans-
port zu derassemblitessind Stufen im Lebenszyklus des Virus, die ze#ipgrifisch modi-
fiziert und fur die experimentell gezeigte Reduktider Virusproduktion von MV-DCs im
Vergleich zu infizierten B95a-Zellen verantwortlisein konnten (Abb. 4-6, 4-7).

Zuerst wurde die subzellulare Verteilung und Kolaaion der viralen Proteine untereinan-
der in infizierten DCs untersucht. Das N-Proteird ud-Protein bildeten auffallige peri-
nukleare Aggregate. Hingegen war das M-Protein Zaih mit dem Zytoplasma assoziiert,
gleichzeitig aber auch im Zytoplasma verteilt. [Qeil3te Teil des H-Proteins lag in Assozia-
tion mit der Plasmamembran vor. Auffallig war, dasis Ausnahme der P- / H-Farbung die
MV-Proteine eine in DCs deutlichere Kokompartimening aufwiesen als in B95a-Zellen
(Abb. 4-9). Die N- / P—Cluster kdonnten Replikatikomsplexe darstellen. In B95a-Zellen lag
fur die meisten MV-Protein-Farbekombinationen nmegartielle Kolokalisation vor. Einzig
P- und H-Protein lokalisierten nie in den gleictilkompartimenten (Rr = 0.4). Die Kolo-
kalisationsanalyse von H-Protein und CD150 zeigtedeutliche Assoziation beider Moleku-
le in sowohl DCs und B95a-Zellen (Rr = 0.8).

Die hohere Kolokalisation viraler Proteine in D@s Vergleich zu B95a-Zellen kénnte auf
eine Assoziation des MV mit DC-spezifischen Komipaghten, die entscheidend fur die
Replikation des Virus sind, oder auf eine DC-spseife Sortierung neu synthetisierter MV-
Proteine hinweisen. Um die Assoziation viraler B¢ mit Kompartimenten detaillierter zu
untersuchen, erfolgten weitere Kolokalisationsasetymit MV Proteinen, vorwiegend mit

dem M-Protein, und Kompartiment-spezifischen Mamnker
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Abb. 4-9: Kolokalisationsanalysen der MV-Proteine md CD150 in infizierten DCs und B95a-ZellenMV-
DCs und B95a wurden mit MV-Proteinen und CD150-fffgehen Antikdrpern gefarbt, im IF-Mikroskop ana-
lysiert und mithilfe des berechneten Pearson Koieffiten (Rr) von Image J quantifiziert.

4.1.5.4 Kolokalisation des M-Proteins mit Komponenten desekretorischen Transportweges

Sequentielle Kompartimente des sekretorischen pahseges sind das raue Endoplasmati-
sche Retikulum (ER), welches durch das membranggér@haperon Calnexin markiert wird,
das ER-Golgi-Intermediate Kompartiment (Marker: HRE&3, ein Mannose-bindendes
membranstandiges Lektin) und der Golgi-Apparatedatlt in cis- (Marker: GM130) und
trans-Golgi-Netzwerk (TGN) (Marker: TGN46), von wo Prote in sekretorische Vesikel
verpackt werden, die anschlie3end mit der Plasmdmremfusionieren und ihr Cargo in den
Uberstand abgeben.

Erwartungsgemald war das M-Protein im GegensatzeruMV-Glykoproteinen nicht mit
dem Golgi-Apparatdis und trans) assoziiert. Die vergleichende Analyse der subzkurd
Verteilung von M-Proteinen zeigte keine Unterschied der Assoziation mit ERGIC und
COP I-Vesikeln, deren Funktion der retrograde Cdargansport vomcis-Golgi-Netzwerk
zum ER ist. Fir ERGIC und COP I-Vesikeln wurdengédsvpartielle Kolokalisationen mit
M-Protein detektiert. Auffallend war, dass M-Prateizwar in B95a, nicht jedoch in MV-DCs

partiell mit Calnexin (ER) assoziierten.
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DC

B95a

Abb. 4-10: Kolokalisationsanalyse des M-Proteins rmiMarkerproteinen des sekretorischen Transportwe-
ges in infizierten DCs und B95a-ZellenMV-DCs und B95a wurden mit spezifischen Antikdrpdim die

Markerproteine des ER (Calnexin), ERGIC (ERGIC 58x-Golgi (GM130) undtransGolgi Netzwerk
(TGN46) in Kombination mit MV M-Protein gefarbt, ihk-Mikroskop analysiert und mithilfe des berectaret
Pearson Koeffizienten (Rr) von Image J quantifizier

4.1.55 Kolokalisation der MV-Proteine mit Markerproteinen der endosomalen und lysosoma-

len Transportwege

Die wichtigen Komponenten des endosomalen Transpod Sortierungsweges sind die fri-
hen (Marker: EEA1) undecycling Endosomen (Marker: CD71), die Molekile an der Plas-
mamembran internalisieren und im Fall desyclingEndosomen wieder zur Oberflache zu-
rickfuhren. Die Analyse der Kolokalisation des Myeins mit EEA1 in MV-DCs ergab kei-
ne Assoziation, jedoch eine partielle in B95a-Zell®b die detektierte partielle Kolokalisati-
on des M-Proteins mit CD71 DC-spezifisch war, kenatifgrund der fehlenden Analyse der
B95a-Zellen nicht gezeigt werden. Der Adapterpreteomplex 3 (AP-3) kommt im TGN
und in endosomalen Membranen vor und reguliert\desikeltransport von spaten Endoso-
men (Marker: LAMP 1)multivesicular bodie$MVB) und Lysosomen (Marker: Lysotracker)
[134]. AP-3 kolokalisierte partiell in DCs und B9Zallen. Jedoch konnte weder eine Asso-
ziation des M-Proteins mit LAMP1 oder LysotrackérKompartimenten noch eine Kolokali-
sation des H-Proteins mit Lysosomen festgestelider® Diese Beobachtungen stimmten mit
denen in B95a-Zellen tberein.

DALIS (Marker: poly-Ubiquitin (poly-Ub), AK-Klon FR) sind DC-spezifische Strukturen,
die sich 8-16 h nach LPS-Ausreifung bilden, und syathetisierte, falsch gefaltete, po-

lyubiquitinylierte Proteine transient aggregierd®%]. Die Analyse der subzellularen Vertei-
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lung wies auf, dass neusynthetisierte M-Proteindr 2dch Infektion nicht in DALIS aggre-
gierten. Zusatzlich wurde die Kolokalisation desP¥bteins mit Peptid-beladenen MHC II-
Komplexen (pMHC Il, Marker: CDw78, AK-Klon FN1) uetsucht. Eine schwache patrtielle
Assoziation mit M-Protein konnte fir DCs festgdstekrden, jedoch nicht fir B95a-Zellen.

Abb. 4-11: Kolokalisationsanalyse der M-Proteine mi Markern der endosomalen und lysosomalen
Transportwege in infizierten DCs und B95a-ZellenMV-DCs und B95a-Zellen wurden mit spezifischen An-
tikdrpern fur die Markerproteine friihe (EEAIgcycling (CD71) und spate Endosomen (LAMP1), Lysosomen
(LAMP1 lysotracker), AP-3-Vesikel, DALIS (poly-Ubigtin, FK2) und pMHC 1l (CDw78, FN1) in Kombinati-
on mit MV H- bzw. M-Protein geféarbt und im IF-Miks&op analysiert mithilfe des berechneten Pearsaffko
zienten (Rr) von Image J quantifiziert.

4.1.5.6 Kolokalisation der MV-Proteine mit Tetraspaninen

Mitglieder der Tetraspanin-Familie sind Oberflaci@@ykoproteine, die lateral assoziieren,

um Mikrodomanen zu bilderntgtraspanin-enriched microdomains TEMS), in denen ver-

schiedene Oberflachenrezeptoren dynamisch akkurenjie.B. pMHC 1l [136] und Integrine
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[137]. Tetraspanine modulieren Zellmotilitat, FusicAdhésion und Proteintransport [138].
Fur die Dissemination von HIV-1 sind TEMs dsdding sitesron besonderer Bedeutung,
[139]. In Makrophagen assoziieren CD9, CD53 und CB8f der Zelloberflache und in int-
razellularen Vakuolen-ahnlichen Vesikeln, wahrem2b@ als Marker fir MVBs gilt [140]

In MV-DCs assoziierte das M-Protein partiell mit &Dund CD81, jedoch nicht mit CD9
und CD63. Hingegen kolokalisierte das M-Proteinnifizierten B95a-Zellen mit keinem der
Tetraspanine CD9, CD53 oder CD63. Das P-ProteiniwdV-DCs partiell kodetektierbar
mit CD9, CD63, jedoch nicht mit CD81. Die Analyseesker Kofarbungen in B95a-Zellen
wies nach, dass das P-Protein nicht mit CD9 assteijiallerdings deutlich mit CD63 und
CD81 kolokalisierte. Die Assoziation des H- und Mteins mit CD9 war partiell und ver-
gleichbar in DCs und B95a-Zellen. Auffallig starikterschied sich die Assoziation der vira-
len Proteine mit den Tetraspaninen in B95a-Zelleth DCs. Die subzellulare Assoziation der
viralen Proteine in DCs war mit allen untersuchietraspanine ungefahr gleich stark (Rr =
0.39-0.59). Im Gegensatz dazu variierten die Asdmzien viraler Proteine mit bestimmten
Tetraspaninen in B95a-Zellen (Rr = 0.17-0.8). Mcighrweise sind die Tetraspanine spezifi-
scher fur ihre Assoziation mit viralen Proteinei3.2ZCD63 / CD81 und P-Proteine in infizier-
ten B95a-Zellen.
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Rr=0.42

Abb 4-12: Kolokalisationsanalyse der MV-Proteine nti Tetraspaninen in infizierten DCs und B95a-
Zellen. MV-DCs und B95a wurden mit spezifischen Antikorpéiin die Tetraspanine CD9, CD53, CD63 und
CD81 in Kombination mit MV H-, M-, N- und P-Protespezifischen Antikbrpern gefarbt, im IF-Mikroskop
analysiert und mithilfe des berechneten Pearsorifikmaten (Rr) von Image J quantifiziert.

Alle vergleichenden Kolokalisationsanalysen zur tBesiung der subzellularen Verteilung

viraler Proteine in MV-DCs und MV-B95a-Zellen wurden der folgenden Tabelle zusam-

mengefasst.
Farbung DC B95a Farbung DC B95a
MV-Proteine Lysosomaler Transport

MV M + H 5 SRR LAMP1 + MV M - -
MV M+ N +++ + Lysotracker + MV M - -
MV N + P +++ + Lysotracker + MV H - -
MV M+ P +++ +++ AP3 + MV M + +
MV H+P - - DALIS+MV M - n.d.

MV H + CD150 SRR SRR pMHC Il + MV M i -
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Sekretorischer Tetraspanine
Transportweg
ER + MV M - + MV M + CD9 - -
ERGIC + MV M 5 o MV M + CD53 i -
COPI+MV M T + MV M + CD63 - -
Cis-Golgi + MV M - - MV M + CD81 i n.d.
TGN + MV M - n.d. MV P + CD9 + -
MV P + CD63 + +++
Endosomaler MV P + CD81 - +++
Transport
EEA1 + MV M - + MV N + CD9 - -
CD71+ MV M + n.d. MV H + CD9 + +

Tabelle 4-1: Zusammenfassung der Kolokalisationsamgsen zur Bestimmung der subzellularen Vertei-
lung viraler Proteine. Rr < 0.5 = -, 0.5 < Rr < 0.7 = +, Rr > 0.7 = ++4¢.n- nicht bestimmt.

Es konnte gezeigt werden, dass unabhangig von degesetzten MOI, die MV-
Virusproduktion in infizierten DCs im Vergleich B95a-Zellen beeintrachtigt war (Abb. 4.6,
4-7). Um zu klaren, warum es zu der beobachtetemmelerung kam, wurde die Replikation
und Akkumulation viraler Proteine analysiert. Digprimente zeigten, dass die viralen Pro-
teine F, H, M und N in DCs akkumulierten und digZkalproteine zur Plasmamembran trans-
portiert wurden, allerdings weniger effizient afls B95a-Zellen. Des Weiteren kdnnten die
Sortierung und der Transport viraler Proteine zumdeandomanen oder Kompartimente in
DCs beeintrachtigt sein. Deshalb wurde die sublze#uVerteilung der viralen Proteine und
im Besonderen der M-Proteine untersucht, um Veramgen zu finden, die entscheidend fir
die beobachtete Verminderung sein konnten.

Generell ist zu sagen, dass die MV-Protein-Clustas,in Abb. 4-9 zu sehen sind, keinem
Kompartiment in MV-DCs eindeutig zuzuordnen wareie Kolokalisationsanalysen zeigten,
dass viralen Proteine stark assoziierten, wob&ViDCs im Vergleich zu B95a-Zellen die
Kolokalisationsmuster nicht gleich waren. Es konrikeine zelltypischen Unterschiede in der
subzellularen Verteilung mit Markern des sekretdrer Transportweges (Ausnahme Cal-
nexin) und nur geringe Unterschiede mit Markern eledosomalen Transportweges detektiert
werden. Die auffalligsten Unterschiede wurden beloKalisationsanalysen mit Tetraspani-

nen deutlich. Entweder zeigten in B95a-Zellen dialen Proteine starke oder keine Assozia-

12



Ergebnisse

tionen im Gegensatz zu DCs, wo alle viralen Preteiar partiell oder gar nicht kolokalisie-
ren.

Die Kolokalisationsanalysen wurden mit fixiertenllge durchgefiihrt. Eine partielle Lokali-
sation konnte bedeuten, dass das KompartimentStateon auf dem Transportweg der vira-
len Proteine zu deassembly sitesst, aber dort nicht gelagert werden. Um die sliblzee
Verteilung de novesynthetisierter M-Proteine untersuchen zu kénweurde ein Methode

gebraucht, die die Detektion des M-Proteins inteles DCs ermdglicht.

4.2 MV M-Tetracystein-Fusionsprotein

Um die subzellulare Verteilung des M-Proteins nicht in fixierten Zellen mittels Antikor-
per-Farbung untersuchen zu koénnen, wurde nach &le¢node gesucht, um den dynami-
schen Transport des M-Proteins in lebenden Zellethetektieren.

Fluorescence arsenical hairpin bind@flAsH) bindet an 6 Amino&uren kurze Peptidsequen-
zen. Diese Sequenzen besitzen 4 Cysteine (Teteaty3iC, CCXXCC) [141]. Vorangegan-
gene Untersuchungen zeigten, dass die flankiereBdgunenzen einen Effekt auf die Bindung
von FIAsH haben, gekennzeichnet durch hohere Fzere-Quantenausbeute und eine dra-
matisch verbesserte Dithiol-Resistenz im Zusammaghait stringenteren Waschkonditio-
nen. Die beiden experimentell vorgeschlagenen Msaekgienzen sind 12 Aminosauren lang
und haben die Sequenzen FLNCCPGCCMEP und HRWCCPGE(K28]. Die nachfol-
gend dargestellten Daten wurden in Zusammenarheitinda Rennick, QUB, erhoben, die
die Klonierung aller verwendeten Expressionskokstrwund rekombinanter Viren (sowie

deren Rescue) durchfiihrte.

4.2.1 Das rekombinante MV M-TC Protein

Der 6 Aminosauren lange Tag wurde zunadchst an déer@inus des M-Proteins der MV-
Stamme 1C323 und Edmonston kloniert, die kodief@sionsproteine wurden als M-TC
(323) und M-TC (ED) bezeichnet. Nachfolgend wurder d2 Aminosduren lange Tag
FLNCCPGCCMEP an den C-Terminus kloniert, die kaeier Fusionsproteine wurden
M323-TC und M ED-TC benannt, abhé&ngig vom MV-Sta#hb. 4-19).
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MV M protein TC

FLNCCPGCCMEP

Abb. 4-13: Schematische Darstellung des M323-TC Fasisprotein. Der 12-Aminosaurentag inklusive des
TC-Motives wurde c-terminal an das MV M-Proteini@rsert.

4.2.2 Charakterisierung des rekombinanten M323-TC Proteirs

Die Fusion des Tags an das M-Protein konnte dierisichaften des Proteins veréandern.
Deswegen wurden Experimente zur Charakterisier@sgraisionsproteins durchgefiihrt. Zu-
erst wurden die Expression und Akkumulation des BABZ Proteins in transfizierten, fixier-
ten HeLa-Zellen konventionell mit MV M-spezifischémtikbrpern zusammen mit Phalloi-
din analysiert und in lebenden Zellen die DetekBekeit des Fusionsprotein mit TC-Tag-
bindenden FIAsH bzw. ReAsH-Reagenzien untersuehh @ach der Transfektion exprimier-
ten HelLa-Zellen transient M323-TC, das mittels Fhdsaenzmikroskopie nachgewiesen wur-
de. Das Detektionsniveau war vergleichbar, unabigét@von, ob spezifische M-Antikorper
oder FIAsH benutzt wurden. Auffallig war, dass theensitat der FIAsH-Farbung sensitiver
als die der ReAsH-Farbung war. Die subzellularetdfiemg des M323-TC-Proteins zeigte
mit konventioneller Antikdrper- und FIAsH-Farbungne Akkumulation im Zytoplasma
(Abb. 4-14). Neben der Immunfluoreszenz wurde dran$fektionseffizienz im Durch-

flusszytometer analysiert. Ein Beispiel ist in Adb15A dargestellt.

Transfizierte Hela-Zellen expremieren M323-TC

Abb 4-14: Transiente Expression des Fusionsproteind323-TC in transfizierten HelLa-Zellen. Hela-
Zellen wurden transfiziert, um M323-TC zu expringier 24 h nach der Transfektion wurden die Zelatwe-
der mit M-spezifischen Antikérpern zusammen mitlRiidin oder FIAsH oder ReAsH separat gefarbt.

Das MV M-Protein ist fir den Zusammenbau und diecdkimtirung viraler Partikel von be-
sonderer Bedeutung. Hierflr spielen die Assoziatiea M-Proteins mit DRMs und die Fa-
higkeit der Oligomerisierung eine zentrale Rollee DRMs sind Plattformen fiir den Zu-
sammenbau und Freisetzung von MV-Partikeln [64, &6h die DRM-Assoziation des
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M323-TC Fusionsprotein zu untersuchen, wurden 288[len transfiziert. 24 h nach Trans-
fektion wurden Lysate hergestellt und nach einehiggradientenzentrifugation und Fraktio-
nierung auf ein SDS-Gel aufgetragen (siehe Abb). Neében M323-TC wurde CD55 als
Marker fir DRMs nachgewiesen. Das Experiment zeidgss 24 % der M323-TC-Proteine
mit DRMs assoziierten und bewies, dass der TC-Tamek Einfluss auf die DRM-
Assoziation des M-Proteins hatte (Abb. 4-15B). M{Pme oligomerisieren und treiben so
die Formation von VLPs an [59]. Um die Fahigkeit treduktion von VLPs und deren Frei-
setzung in den Uberstand durch M323-TC zu untemsucturden 293T-Zellen transfiziert,
um M323-TC zu exprimieren. 48 h nach der Transtekivurden Zelllysate hergestellt und
die Uberstande gesammelt. VLPs wurden durch Ultiaifegation der Uberstande sedimen-
tiert. Durch die Auftrennung im SDS-Gel und WestBlatting konnte die Menge an M323-
TC im Uberstand mittels M Protein-spezifischer Kitper ermittelt werden. M323-TC wur-
de in den Zelllysaten, aber auch in den Uberstamtitektiert. So konnte gezeigt werden,
dass der TC-Tag keinen Einfluss auf die VLP-Bildinag (Abb. 4.15C).

A B

keine DRMs DRMs
cps5 | Fel
— M ‘- - e - ‘ |
IS 76 % 24 %
ﬁ C s
Lysate Uberstand
M323- M323-
o Mock TC Mock TC
M | |-|

M323-TC

Abb. 4-15: M323-TC ist DRM-assoziiert und treibt de VLP Formation an. (A) Analyse der M323-TC Ex-
pression in PEl-transfizierten HeLa-Zellen 24 himder Transfektion. Untransfizierte Zellen (Mockgmten als
Kontrolle (graue Linie). (B+C) 293T-Zellen wurderansfiziert, um M323-TC zu exprimieren. (B) Die lays
wurden mittels Saccharose-Dichtegradientenzentitfag und Fraktionierung gelelektrophoretisch atrigent
und im Western Blot untersucht. (C) Fiir den VLP-8Asswurden die Uberstande 48 h nach der Transfektion
ultrazentrifugiert und das sedimentierte Materialrse mit den Lysaten gelelektrophoretisch aufgeirelm
Western Blot wurde M323-TC mit M-spezifischen AidtiRern detektiert. Untransfizierte Zellen (Mockgutien

als Kontrolle.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass gaggetM323-TC Protein alle getesteten
biologischen Eigenschaften aufwies. Fur Untersugbardes Transports in lebenden DCs ist
es wichtig, M323-TC in DCs zu exprimieren. Dafurrden DCs mit Amaxa® transfiziert

und 5 h nach Transfektion die Expression mittelssH-Farbung im Fluoreszenzmikroskop

analysiert. Neben eindeutig nicht fluoreszierendelen konnten sowohl in den nicht trans-
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fizierten als auch in den transfizierten Ansatzehwsach fluoreszierende Zellen detektiert
werden. Dies lasst auf eine unspezifische Hinterdérbung des FIAsH-Reagenz schliel3en,
weil die Antikdrper-Farbungen diese Hintergrundtdargen nicht zeigten (Abb. 4-16, mit
Pfeilen gekennzeichnet). Zusatzlich konnten intcsfizierten Fraktion stark fluoreszieren-
de DCs nachgewiesen werden, die ein helles FIAsiHtétiaufwiesen, das Proteinaggregate

oder kompartimentiertes M323-TC darstellen kdnnte.

untransfizierte DCs M323-TC transfizierte DCs (5h)

Abb. 4-16: FIAsH-Farbung von M323-TC-transfizierten DC. DCs wurden mit Amaxa® transfiziert, um
M323-TC zu exprimieren. 5 h nach der Transfektiarrden lebende DCs mit FIAsH gefarbt und im Fluores-
zenmikroskop analysiert.

4.2.3 rMV323 M-TC - Infektion von Zellen

Um die subzellulare Verteilung des M-Proteins uedsgtn Transport im Kontext einer MV-
Infektion untersuchen zu kénnen, wurde ein rekoities IC323 Virus generiert, das anstel-
le des M-Protein, das M323-TC Protein exprimiertd\(323 M-TC). Das Virus wurde auf
Vero-Zellen passagiert, die stabil CD150 / SLAM experten (Vero SLAM-Zellen). Die
mittels Viruszucht erhaltenen Titer waren nie hadisrd x 10PFU / ml. Um die Virustiter zu
erhohen, wurden Vero SLAM-Zellen zusatzlich vor digiektion transfiziert, um MV M-
Protein (WTF) zu exprimieren. Durch die Transfektikonnte jedoch keine Erhéhung der
Titer erreicht werden. Abb. 4-17 zeigt eine typsaVV323 M-TC — Infektion von Vero
SLAM-Zellen. Innerhalb von 2 Tagen nach der Infektfusionierten die Zellen und formten
Plaques, die sich dann ab dem 3. Tag nicht weitsbraiteten, sondern begannen sich abzu-

l6sen. Zusatzlich wurde beobachtet, dass sich afRdadern der Plaques Blasen bildeten.
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Abb. 4-17: rMV323 M-TC - Infektion von Vero SLAM-Ze llen. Vero SLAM-Zellen wurden mit rMV323 M-
TC (MOI 0.05) fur 2 Tage infiziert. Die Plaques @@hd Blasen-formenden Plaques)(sind gekennzeichnet.
Die Mikroskop-Bilder zeigen die Zellen in einer 18xflosung.

Um die FIAsH-Farbung des TC-Tags in DCs zu testemgde DCs mit rMV323 M-TC flr 2 h
infiziert (MOI 2) und in FIP-haltigem Medium kultiert. Als Folge der niedrigen Virustiter
mussten die DCs mit grof3en Volumina der Virusuldeice infiziert werden. 24 h nach der
Infektion wurden die Zellen mit FIAsH gefarbt und Fluoreszenzmikroskop analysiert. Die
Kontrollzellen (Mock) zeigten eine schwache, undgehe Hintergrundfarbung. Die Far-
bung infizierter DCs war stark und ausgeprégte HiAMuster konnten visualisiert werden,
die der Farbung in transfizierten DCs glichen undPMtein-Aggregate sein konnten. Auffal-
lend war, dass nur wenige DCs in der infizierteakkion dieses FIAsH-Muster zeigten, ein
Indiz daftir, dass nur wenige Zellen infiziert war&ues schnelle Ausbleichen der FIAsH-

Fluoreszenz erschwerte die Auswertung der infizreZellen.

Mock-DC MV323 M-TC-DC

—

[

Abb. 4-18: FIAsH-Farbung rMV323 M-TC infizierter DC s 24 h p.I.DCs wurden mit rMV323 M-TC (MOI
2) fur 24 h infiziert, mit FIAsH gefarbt und ansiefdend im Fluoreszenzmikroskop analysiert.

Das rekombinante M323-TC — Protein konnte mit Adrgern, FIASH und ReAsH in trans-
fizierten HeLa-Zellen und DCs gefarbt werden unttehalle untersuchten biologischen Ei-
genschaften des Wildtyp-Proteins. Innerhalb desiskiontextes interferierte der TC-Tag al-

lerdings offenbar so stark mit der Virusreplikationw. Freisetzung, dass fur aussagekraftige
77




Ergebnisse

Experimente keine ausreichende Menge an Virus gieduverden konnte. Zusatzlich waren
aufgrund der ausgepragten "Bleaching-Effekte” k&rperimente zur dynamischen Vertei-

lung und Relokalisation moglich.

4.3 Transmission des MV von DCs an autologe T-Zellen

CD150 Lymphozyten und CD1Icmyeloide Zellen sind hauptsachlich die Zielzellegr d

MV-Infektion. Es wird angenommen, dass MV die D@s Brojanisches Pferd benutzt, die
den Transport von MV in sekundéare lymphatische G@meermitteln, wo die Transmission
zu CD150 Lymphozyten stattfindet. Die Beobachtung, dass DI¥s zusammen mit infizier-

ten T-Zellen in Makaken (Tiermodell) vorkommen [ipterstreicht diese Vermutung. Um
die MV-Transmission von MV-DCs zu T-Zellen zu ustiechen und Komponenten und
Strukturen zu entschliisseln, die die Transmissi@rardglichen, wurde ein autologes Zell-

system benutzt.

4.3.1 MV-Infektion von T-Zellen ist abhangig von der CD13-Oberflachenexpression

Fur die Transmissionsexperimente wurden unstintelieder praaktivierte autologe T-Zellen
eingesetzt. Zwei Stimulationsprotokolle wurden vemdet: T-Zellen wurde entweder mit
PMA, das die signaltransduzierende ProteinkinagBKiZ) aktiviert, und lonomycin, das das
intrazellulare Calciumlevel erhéht, (P/1) stimutieder CD3 und CD28 wurden durch spezifi-
sche Primar- und Sekundarantikorper auf der Oldrdiavon T-Zellen kreuzvernetzt. Die
Aktivierung der T-Zellen wurde durch die Hochreguling der CD25-
Oberflachenexpression, dieKette des IL-2 Rezeptors, im Durchflusszytometentkolliert.
Parallel regulierten die aktivierten T-Zellen deVMintrittsrezeptor CD150 auf der Oberfla-
che nach oben (Abb. 4-19A). Um die Effizienz der M¥ektion der aktivierten T-Zellem
vitro zu bestimmen, wurden T-Zellen fur 2 h mit IC323FGiRfiziert (MOI 1) und in FIP-
haltigem Medium 3 Tage kultiviert. Die T-Zellen vden geerntet und die Frequenz
GFP/CD3" T-Zellen wurde im Durchflusszytometer analysi&ie MV-Infektion korrelierte

mit dem Niveau der CD150-Oberflachenexpression.
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Abb. 4-19: Charakterisierung der aktivierten T-Zellen — erhéhte CD25 und CD150 Expression und effizi-
ente MV-Infektion. (A) Nach 2 TagerStimulation wurden unstimulierte, P/lI- undCD3/28-stimulierte T-
Zellen mit CD25- und CD150 (Klon: IPO3)-spezifisohantikorpern gefarbt und im Durchflusszytometeaan
lysiert. (B) T —Zellen wurden fir 2 h mit MV IC328FP (MOI 1) infiziert. Nach 3 Tagen Kultivierung FiP-
haltigem Medium wurde die Frequenz infizierter Zalbestimmt.

4.3.2 Effiziente MV-Transmission durch DC-vermittelte cis-Infektion

Die Virus-Dissemination kann entweder durch zefreder zellassoziierte Infektion erfol-
gen. Fur HIV-1 ist bekannt, dass die zellassoaigrtektion von T-Zellen deutlich effizienter
ist als die zellfreie Virus-Infektion [97]. Die 2assoziierte Infektion kann entweder durch
DCs erfolgen, die das Virusrappen, in besonderestorageKompartimenterinvaginieren
und akkumulieren und dabei nicht infiziert werdérarfs-Infektion), oder durch infizierte
DCs, diede novoVirionen produzierencfs-Infektion) [142]. Zuerst sollte untersucht werden,
ob DCs mit MV beladen werden kdnnen und wo DCs MWaizellular lagern. Daflr wurden
DCs mit UV-inaktivierten MV exponiert (MOI 5), nac% und 48 h auf PLL-beschichteten
Objekttragern ausgesat und anschlieBend mit H-iRrspezifischen Antikdrpern gefarbt und
fixiert. Zusatzlich wurde die Oberflache der DC rRHAktin bindenden Phalloidin visuali-
siert. MV H-Proteine konnten auf der Oberflache @@s nach 24 und nach 48 h Infektion
nachgewiesen werden. DCs kénnen MV mithilfe desefinimgsrezeptors DC-SIGN auf der
Oberflachetrappenund konzentrieren, um dieses mdglicherweise autlled zu Ubertragen
(trans-Infektion) [20].
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UV-inaktiviertes MV
Oberflichen-H Protein

Abb. 4-20: Trapping von UV-inaktivierten MV auf der DC Oberflache. DCs wurden fiir 24 und 48 h mit
UV-inaktivierten MV (MOI 5) exponiert. Das oberflaensténdige H-Protein wurde mit spezifischen Amtiko
pern gefarbt, danach wurden die Zellen fixiert umtPhalloidin-A488 gefarbt.

Experimente in HIVcis-infizierten und HIV-beladenen DCs hatten gezailgiss ein Teil der
Viren in Kompartimenten vorlagen, die von der Olgatie zuganglich waren. lhre Bedeu-
tung wird durch die Tatsache unterstrichen, daszsi Kontaktstelle mit autologen T-Zellen
polarisierten und somit zur Virus-Transmission fagjen [118, 119]. Um die Verteilung von
MV-Proteinen in Kompartimenten, die von der Obaeffié zuganglich sind, zu untersuchen,
wurden MV-DCs 24 h nach Infektion mit membranimpeatlen HRPHorse-radish peroxi-
das@ unter nicht-endozytotischen Bedingungen bei 4fKulbiert. Nach 1 h wurden die DCs
mehrmals gewaschen, auf PLL-beschichteten Objegjtrdausgesat und mit Antikdrpern
gegen H- oder M-Protein zusammen mit HRP-speziéischntikorpern gefarbt. Die Farbun-
gen zeigten, dass das H-Protein stark (Rr = 0.86)das M-Protein partiell (Rr = 0.66) mit
HRP'-Kompartimenten assoziierte. DCs akkumuliertenlgiRroteine in HRP Oberflachen-
zuganglichen Kompartimente, die als Lagerstellen datrapptes” MV oder als Orte der Par-

tikelmorphogenese dienen konnten.

MV-DCs

Abb. 4-21: Lokalisation von MV H- und M-Proteinen in HRP-zuganglichen Kompartimenten.MV-DCs
wurden auf PLL-beschichteten Objekttrager ausges@tiRP bei 4°C fur 1 h inkubiert, gewaschen,dixiund
mit H- bzw. M- und HRP-spezifischen Antikdrpern &eft, im IF-Mikroskop analysiert und mithilfe deed?-
son Koeffizienten (Rr) von Image J quantifiziert.
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DCs kdonnen sowohl mit MV beladen, aber auch inftaieerden und neue Partikel produzie-
ren. Fur die MV-Dissemination sind DCs entscheidemell sie MV auf T-Zellen entweder
durch zellassoziierteis- odertransInfektion tUbertragen konnen. Allerdings kann aaeh-
freies MV T-Zellenin vitro infizieren. Um die Effizienz der zellfreien undllzassoziierten
Infektion der T-Zellen vergleichend zu analysienarden unstimulierte, P/I- ode££D3/28-
stimulierte T-Zellen mit MV IC323-GFP exponiert [teie Infektion), MV), DCs fur 2 h mit
MV 1C323-GFP beladentiansMV-DCs) [20] oder DCs fir 24 h mit MV IC323-GFPfin
ziert (cissMV-DCs) und diese mit unstimulierten oder stimutiée T-Zellen fur 2 h im Ver-
haltnis 1:4 kokultiviert. AnschlieRend wurde dasdilen gewechselt und die Zellen wurden
weitere 3 Tage in FIP-haltigem Medium kultiviertielFrequenz MV-infizierter GFRCD3"
T-Zellen wurde im Durchflusszytometer bestimmt. Md&C / T-Zell-Kokulturen wiesen
weniger als 0.8 % GFPT-Zellen auf. Unabh&ngig von der Art der Aktiviaguder T-Zellen,
war die cis-Infektion doppelt so effizient wie die beiden arefe Infektionsarten. Die Fre-
quenz GFP-Zellen war kleiner als 18 %, wahrenddessen 52 %. 136 % der CD3 P/I-
aktivierten undaCD3/28-aktivierten T-Zellen GFPwaren. Dietrans-Infektion war nur ge-

ringfligig effizienter als die zellfreie InfektioredT-Zellen (Abb. 4-22).

*kk * %

*%k %k *
4.59 I 3.57
404 unstim. P/I = ocD3/28 T

301
3.54
2.04 5

2.59 204 T
1.57

2.01
1.01

1.57
0.5

1.01
0.54
0.0+

GFP+ CD3+ Zellen
GFP+ CD3+ Zellen
GFP+ CD3+ Zellen

T L] L] O.U T L L]
MV trans cis MV trans cis MV trans cis
MV-DC MV-DC MV-DC

(=]

Abb. 4-22: MV cis-Infektion von T-Zellen ist am effizientesten.Fur dietrans odercissMV Transmission
wurden DCs entweder mit MV IC323-GFP fiir 2 h betaded fir 24 h infiziert und mit unstimulierten ade
stimulierten T-Zellen flr 2 h im Verhaltnis 1:4 kdkviert. Zusatzlich wurden T-Zellen mit MV IC32GFP
infiziert. Danach wurde FIP zugegeben und 3 Taggesmlie Frequenz GERED3" T-Zellen im Durchflusszy-
tometer bestimmt. Die Mittelwerte von 3 unabhangigxperimenten (jedes wurde in Duplikaten durchigdji
sind mit Fehlerbalken, die die Standardabweichuerasentieren, dargestellt. Die Frequenz BEP3'-T-
Zellen wurde entsprechend der zellfreien Infek{igtv) normalisiert. Statistische Unterschiede wurdeithilfe
von one-wayANOVA und folgendem Bonferronpost-testingerrechnet (Prism software), *p<0.05, **p<0.01
und ***p<0.001.

Um die Kinetik der MVcis-Infektion zu bestimmen, wurde nach 15, 30, 60 L2d min FIP
zu den MV-DC / T-Zell-Kokulturen zugegeben und se deitere MV-Transmission unter-

bunden. Die Analyse der Kinetik zeigte, dass stanohsunabhangig nach 15 min bereits
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etwa 50 % aller GFPCD3" T-Zellen infiziert waren. Die Frequenz infiziert&Zellen stieg

innerhalb der 120 minltigen Transmission an (AbB3X1

unstim. P/I aCD3/28
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Abb. 4-23: Kinetik der MV cis-Infektion von T-Zellen. MV-DCs wurden im Verhaltnis 1:4 mit unstimulier-
ten oder stimulierten T-Zellen fur 15, 30, 60 od@0 min kokultiviert. Nach 3 Tagen Kultivierung FIP-
haltigem Medium wurde die Frequenz GRED3" T-Zellen im Durchflusszytometer bestimmt. Die Mitwerte
von 3 unabhangigen Experimenten (jedes wurde inlikaipn durchgefiihrt) sind mit Fehlerbalken, die di
Standardabweichung reprasentieren, dargestellt.Adégquenz GFRPCD3'-T-Zellen wurde entsprechend dem
120 min Wert normalisiert.

Die zeitabhangige Transmission ist am effizientesten cisMV-DCs an praaktivierte T-
Zellen, die Oberflachen-CD150 exprimierten. Aussdia Grund wurden die praaktivierten T-

Zellen fur weitere Transmissionsexperimente verneénd

4.3.3 Die Abhangigkeit der MV-Transmission von MV-Glykoproteinen und CD150 auf
der T-Zelle

Die HIV-Transmission von Zelle zu Zelle ist abhangon der Ausbildung einer Virologi-
schen Synapse (VS), in der die HIV-Glykoproteind iRezeptoren akkumulieren [103]. Die
Interaktion des MV mit seinem Rezeptor konnte eissentielle Rolle fir dieis-Infektion
von T-Zellen spielen. Die Aktivierung von T-Zellenit P/l undaCD3/CD28 steigert die
CD150-Oberflachenexpression (Abb. 4-19A). Um died&dung der MV Rezeptor-
Interaktion in dercis MV-DC-vermittelten Transmission zu untersuchenydeuCD150 auf
der T-Zelle durch die Prainkubation mit spezifigth&ntikbrpern blockiert. Als Kontrolle
wurden T-Zellen mit einem Isotyp-spezifischen Aiftier (iso) inkubiert. Die Frequenz
GFFP/CD3" T-Zellen und damit die Effizienz der Transmissiemrde durch die CD150-
Blockierung signifikant beeintrachtigt (Abb. 4-24A)ie CD150-Oberflachenexpression auf
MV-DCs ist deutlich geringer als auf mDCs (Abb. ¥-dm zu untersuchen, ob die homoty-
pische CD150-CD150-Interaktion einen Einfluss aief Gransmission hat, wurden die MV-
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DCs vor Initiation der Kokultur mit CD150-blockierden Antikorpern inkubiert. Die
CD150-Blockierung auf DCs hatte keinen Einfluss digf Effizienz der Transmission (Abb.

4-24B).
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Abb. 4-24: MV Transmission ist abhangig von CD150>@primierenden T-Zellen, jedoch nicht von CD150
auf MV-DCs. T-Zellen (A) oder MV-DCs (B) wurden vor der Trangsion fir 1 h mit 100 pg/ml CD150-
spezifischen Antikérper (5C6) oder Isotyp (I11) fidontrolle inkubiert und gewaschen. Die Frequenz
GFP/CD3' T-Zellen wurde 3 Tage spater im Durchflusszytombtestimmt. Die Mittelwerte von 3 unabhangi-
gen Experimenten (in Duplikaten) mit Fehlerbalkefie, die Standardabweichung représentieren, sirgedaslt.
Die Frequenz GFPCD3'-T-Zellen wurde entsprechend der unbehandelteneZetiormalisiert. Statistische
Unterschiede wurden mithilfene-wayANOVA und folgendem Bonferrorpost-testingerrechnet (Prism soft-
ware), *p<0.05, **p<0.01 und ***p<0.001.

Das MV H-Protein bindet mit hoher Affinitat an COLE33]. Um die Bedeutung der Oberfla-
chenexpression von MV H-Proteinen fur die MV-Tramsion zu untersuchen, wurden DCs
mit zwei Glykoprotein H-spezifischen Antikérpernl@ L77 = H1, NC32 = H2), die ver-
schiedene Epitope erkennen [143], inkubiert undTiansmissionsexperimente verwendet.
Die Préainkubation von MV-DCs mit einem H-Proteireggischen Antikorper reduzierte die
Frequenz GFRPCD3" T-Zellen um 30 % im Vergleich zu den unbehandek®i-DCs. Die
Prainkubation der MV-DCs mit H1+H2-AntikOrpern heatinen additiven Effekt und redu-

zierte die Transmission um 50 % (Abb. 4-25).
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Abb. 4-25: MV-Transmission ist abhéngig von zugangthem MV H-Protein. MV-DCs wurden mit 100
pg/ml H-Protein-spezifischen Antikérpern (L77-H1CBR-H2, L77+NC32-H1+H?2) fir 1 h inkubiert und gewa-
schen und mit T-Zellen kokultiviert. Die FrequenERYCD3" T-Zellen wurde im Durchflusszytometer analy-
siert. Die Mittelwerte von 3 unabhéngigen Experiteen(in Duplikaten) mit Fehlerbalken, die die Starthb-
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weichung reprasentieren, sind dargestellt. Die feag GFP/ICD3'-T-Zellen wurde entsprechend der unbehan-
delten Zellen normalisiert. Statistische Untersdbievurden mithilfeone-wayANOVA und Bonferronipost-
testingerrechnet (Prism software), *p<0.05, **p<0.01 utitp<0.001.

4.3.4 MV-DCs bilden Polykonjugate mit stimulierten T-Zellen

Die Virustransmission kann nicht nur Uber einzeled-Zell-Kontakte erfolgen, sondern, wie
far HIV gezeigt wurde, auch tber die virusinduzaefusbildung von rosettenartigen Polysy-
napsen, die die Ausbreitung von HIV verstarken [1U2n die Anzahl konjugierter T-Zellen
pro MV-DCs zu bestimmen, wurden IC323-GFP infigerDCs (5x16) auf PLL-
beschichteten Objekttragern ausgesat. Nach 30 midem R18-markierte T-Zellen (2x30
im Verhaltnis 1:4 zugegeben und nach 1 h Inkubateit fixiert. Die Konjugate wurden im
Fluoreszenzmikroskop analysiert. Die Konjugatioagfrenz unstimulierter T-Zellen mit
Mock-DCs und MV-DCs war vergleichbar mit jeweils7 lunstimulierte T-Zellen pro MV-
DC. Hingegen konnte gezeigt werden, dass praakivie-Zellen haufiger Polysynapsen mit
MV-DCs im Vergleich zu Mock-DCs und im Vergleich Kwnjugaten mit unstimulierten T-
Zellen - 3 P/l pro MV-DC und 2.8CD3/28 pro MV-DC (Abb. 4-26) ausbilden. Die héhere

Frequenz von Polykonjugaten steigerte die Anzalgmoeller Transmissionsstellen und da-

mit die Transmission selbst.
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Abb. 4-26: Ausbildung von Polykonjugaten mit praakivierten T-Zellen. WGA-gefarbte Mock-DCs oder
MV IC323-GFP DCs wurden auf PLL-beschichteten Ottjélgern ausgesat. R18-gefarbte T-Zellen wurden im
Verhaltnis 1:4 zugegeben und nach 1 h Inkubatixier. Der Zellkern wurde mit DRAQS5 visualisiert Ahsatz

(50 DCs) und 4 Ansétze (20 DCs) wurden im Fluonesaekroskop ausgewertet und die Anzahl konjugiefter
Zellen / DCs bestimmt. Statistische Unterschiededen mithilfe des Student’s T-Test errechnet (GiPaul
Prism software), *p<0.05, **p<0.01, und ***p<0.001.
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4.3.5 Abhéangigkeit der MV-Transmission von Zell-Zell-Kontakten

Die Ausbildung einer VS ist gekennzeichnet durah Alkkumulation viraler Proteine, Rezep-
toren und F-Aktin [103]. Die Umverteilung des F-Ald in der Zielzelle ist zudem wichtig
fur die HIV-Transmission [144]. Um zu untersucheh, F-Aktin an den Kontaktflachen, die
von der MV WTF-infizierten DC und einer praaktiviem T-Zelle gebildet werden, akkumu-
liert, wurden Konjugate auf PLL-Objekttrager gebildfixiert sowie mit Phallodin, das F-
Aktin bindet, und H-Protein spezifischen Antikdrpegefarbt. MV H-Protein und Phalloidin
akkumulieren an der Kontaktflache der Konjugates BiAktin-Fluoreszenz ist zusatzlich zur
Verdeutlichung der Intensitaten als Falsch-Farlmtenisitatsbild dargestellt. Die Umvertei-
lung des F-Aktins ist statistisch nicht signifikaatlerdings ist eine tendenzielle Akkumulati-
on an der Synapse erkennbar (Abb. 4-27A). Zusétdliocnnte unabhéngig von T-Zell-
Praaktivierungen das MV H-Protein in aktinreicheort&atzen detektiert werden (Abb. 4-
27B), die bereits fur HIV beschrieben wurden [12¥fgrund des seltenen Auftretens dieser
Filopodienbrticken, wird davon ausgegangen, dasdfielransmission hauptsachlich Gber

Zell-Zell-Kontakt verlauft.
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Abb. 4-27: MV-Transmission erfolgt Uber Zell-Zell-Kontakte und seltener Uber aktinreiche Bricken.
Konjugate zwischen WTF-DCs und T-Zellen, die aufLRleschichteten Objekttragern ausgesat wurden, sind
mit Phalloidin-A488 und anti-MV H spezifischen Akdirpern (K83) gefarbt wurden. Die Konjugate wuraheih
dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Die Quaistifing erfolgte mit AIDA Image Analyzer und staitist
sche Unterschiede wurden mithilfe des Student’£3t{GraphPad Prism) errechnet.

4.3.6 MV-Proteine akkumulieren in der MV-induzierten VS

Um die Verteilung von CD150, MV Proteine und andéfelekile in der VS zu untersuchen,
wurden DC mit MV IC323-GFP infiziert und Mock-DCsitmtVGA gefarbt. 24 h nach Infek-

tion adharierten DCs (5x%pauf PLL-beschichteten Objekttragern und nach &0 wurden
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T-Zellen (2x16, im Verhaltnis 1:4) zugegeben. Nach 1 h Inkubatiomden die Zellen fixiert
und entsprechend geféarbt. Pro Experiment wurdemlesiens 20 Konjugate im Fluoreszenz-
Mikroskop analysiert und mithilfe von Image J quaniert. Die statistischen Unterschiede
wurden durch den Student’s T-Test berechnet.

Die MV-Transmissionsexperimente zeigten die Bedsgitvon zuganglichen CD150 und MV
Glykoprotein H auf der Zelloberflache fir die Tramssion. Um die Verteilung von MV-
Proteinen an der Kontaktstelle von MV-DCs und ptigdaten T-Zellen zu untersuchen,
wurden Konjugate gebildet, mit MV H- und P-Protspezifischen Antikérpern gefarbt und
analysiert. Die Quantifizierung zeigte, dass imt#i62 % bzw. 54 % des H-Proteins, das in
nicht konjugierten MV-DCs in Clustern auf die Obd&che verteilt war (Abb. 4-9), in Konju-
gaten mit P/l bzwaCD3/28-T-Zellen effizient in die VS rekrutiert wwedund diese der Ort
der Transmission sein konnte. Um dieses Transmiskampartiment naher zu beschreiben,
wurde zusatzlich das Phosphoprotein P gefarbt, eilas reprasentative Komponente des
RNP-Komplexes ist, in unkonjugierten MV-DCs hauptdich intrazellular verteilt (Abb. 4-
9) und nicht mit dem H-Protein assoziiert ist (RD.22). Die Fluoreszenzfarbung zeigte, dass
52 % bzw. 46 % des P-Proteins in der VS konzentigerDas gemeinsame Vorkommen von

H- und P-Proteinen deutet darauf hin, dass viraltikel in der VS akkumulieren kénnten.
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Abb. 4-28: MV H- und P-Protein-Umverteilung zur VS. MV-DC / T-Zelle-Konjugate wurden mit spezifi-
schen H-Protein Antikdérpern (A) und anti-P-Prot€erum (B) gefarbt. Die Konjugate wurden im Fluoessz
mikroskop analysiert und die Proteinverteilung iiffichvon AIDA Image Analyzer quantifiziert.
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Der MV-Eintritt in die Zielzelle wird durch MV H-Fitein und CD150-Interaktion initiiert.
Deshalb wurde zunéchst die Lokalisation von CDIb@an Konjugaten untersucht. In MV-
DC / T-Zell-Konjugaten war eine Akkumulation von CBD zu erkennen, die MV-spezifisch
war. Nur 29 % der CD150-Gesamtmenge konzentriecte an der Kontaktstelle zwischen
Mock-DC / P/I-T-Zelle, jedoch 49 %, wenn die DCinért war (Abb. 4-29A). MV-DCs ex-
primieren deutlich weniger CD150 als mDC, jedoch das Oberflachenniveau marginal auf
MV-DCs erhoht (Abb. 4-4). Zusatzlich hatte die CDISlockierung auf DCs keinen Einfluss
auf die MV-Transmission gezeigt (Abb. 4-24 B). Umn testen, ob das in VS-konzentrierte
CD150 in T-Zellen spezifisch zur VS rekrutiert windurden T-Zellen mit einem CD150-
HA-kodierenden Plasmid mit Amaxa® transfiziert. l2dach der Transfektion wurden Kon-
jugate gebildet und die Lokalisation mittels HA-siischer Antikorper detektiert. Die Quan-
tifizierung zeigte auf, dass 62 % des CD150-HA &irst in der VS relokalisierten (Abb. 4-
29B). Die MV-Transmission von MV-DCs zu T-Zellervoiviert die Konzentration von vira-
len Proteinen und CD150 in der VS.
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Abb. 4-29: CD150-Akkumulation in der VS.MV-DCs / T-Zellen-Konjugate (A) oder MV-DCs / CD150A-
exprimierende T-Zellen, die 24 h vorher transfizieurden, sind mit CD150 (IPO3)- oder HA-spezifisoh
Antikérpern gefarbt wurden. Die Zellkerne wurdert DRAQS5 visualisiert. Die Konjugate wurden im Flesr
zenzmikroskop analysiert und die Proteinverteilmmithilfe von AIDA Image Analyzer quantifiziert. Ststi-
sche Unterschiede wurden unter Anwendung des SfeddnTest errechnet (GraphPad Prism software),
*p<0.05, **p<0.01 und ***p<0.001.
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4.3.7 CD150-Umverteilung in die VS ist aktinabhangig

Experimente mit HIV zeigten, dass das Glykoproteénv-induzierte CD4-Clustern auf der
Zielzellenoberflache abhangig von der Dynamik dge2keletts ist [103]. Um die Bedeutung
des Zytoskeletts zu untersuchen, wurden CD150-HAriewerende T-Zellen 1 h mit
Latrunculin B (LatB), ein Inhibitor des Aktinzytosletts, oder mit Nocodazol (Noco), ein
Inhibitor der Mikrotubuli, inkubiert, bevor sie mden MV-DCs kokultiviert wurden. In
Noco-vorbehandelten unstimulierten T-Zellen koneitee schwache Reduktion der CD150-
HA-Verteilung von 53 % beobachtet werden. Die Unei@ing von CD150-HA zur VS war
in transfizierten, Noco-vorbehandelten P/l T-Zell@mch beeintrachtigt, allerdings war die
beobachtete Reduktion deutlich geringer und be2iu§o (Abb. 4-30 / Tabelle 4-2). Im Ge-
gensatz dazu zeigte die Vorbehandlung von T-Zeti@énLatB eine deutliche Reduktion der
CD150-HA Polarisierung zur MV-VS. Vergleichbar mitock-DCs, akkumulierte nur 13 %
der Gesamtmenge an CD150-HA in der MV-VS. Die Urteikmg von CD150-HA wurde
deutlich um 79 % inhibiert. Dieselbe Beobachtungnrike in Konjugaten mit P/I-
praaktivierten T-Zellen gemacht werden, wo die CO-HA Umverteilung um 73 % reduziert
war. Die zellulare Umverteilung des MV-Eintrittsegstors in die MV-VS ist aktinabhéngig.
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Abb. 4-30: Verteilung von CD150-HA an die Kontaktselle ist aktinabhangig Transfizierte unstimulierte
oder P/l-stimulierte T-Zellen wurden entweder th uM Latrunculin B (LatB) oder 1uM Nocodazol (Mdc
fur 1 h vorinkubiert. Die Konjugate wurden mit HAexzifischenAntikdrpern gefarbt und die Zellkerne mit
DRAQS5 visualisiert. Anschlieend wurden die Konjiegan Fluoreszenzmikroskop analysiert und die Rmete
verteilung mittels AIDA Image Analyzer quantifizteiStatistische Unterschiede wurden mithilfe dasi8nt’s
T-Test errechnet (GraphPad Prism software), *p<0:50.01, und ***p<0.001.
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CD150-HA Konzentration in der VS im Vergleich anbehandelten Zellen

Unstim. T-Zellen P/l T-Zellen
- Lat B Noco - Lat B Noco
100 % 21 % 47 % 100 % 27 % 73 %

Tabelle 4-2: Einfluss von Zytoskelett-Inhibitoren aif die Akkumulation von CD150-HA in der VS. Die
Menge von VS-konzentrierten CD150-HA wurde in urdratelten Zellen gleich 100 % gesetzt.

4.3.8 Polarisation von ICAM-1, Integrin LFA-1, MV-Korezep toren DC-SIGN und
Substanz P Rezeptor (SPR) zur VS

Die Interaktion von ICAM-1 und LFA-1 stabilisieriedHIV-VS. Die DC-vermittelte Trans-
mission war signifikant reduziert, wenn ICAM-1 &D€s und LFA-1 auf T-Zellen blockiert
wurde [121]. Nur aktiviertes LFA-1 bindet an seiriRazeptor ICAM-1 [145]. Die Aktivie-
rung von LFA-1 resultiert aus dem TCR-pMHC Komptader der TCR-HIV gp 120 Interak-
tion [146, 147].

Um die Bedeutung von ICAM-1 fur die MV-Transmissipa bestimmen, wurde die Lokali-
sation von ICAM-1 in MV-DC / T-Zell-Konjugaten anaiert. In den Konjugaten konnte eine
signifikante Polarisierung von ICAM-1 zur Kontaldbé beobachtet werden, wobei 44 % der
Gesamtmenge von ICAM-1 in Konjugaten mit voraktitea P/I T-Zellen bzw. 47 % in Kon-
jugaten mitaCD3/28 T-Zellen in der VS akkumulierten (Abb. 4-31A

Um das aktivierte LFA-1 zu detektieren, wurde dernoklonale Antikdrper NKI-L16 be-
nutzt, der die aktive LFA-&-Untereinheit detektiert [148]. Die Akkumulation rvaktivier-
tem LFA-1 war MV spezifisch und etwa 41 % (P/l) b8 % ¢CD3/28) der Gesamtmenge
an LFA-1 konzentrierten sich in der VS (Abb. 4-31B)
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Abb. 4-31: ICAM-1 und aktiviviertes LFA-1 polarisieren zur VS. (A) MV-DC / T-Zell-Konjugate wurden
mit ICAM-1 (Rek-1)-spezifischen Antikdrpern gefériB) 10ug/ml LFA-1 spezifischer Antikérper (NKI6

in 1% BSA + 1mM CaG) wurden vor der Fixierung der Zellen fur 1 h au$ Exkubiert. Danach wurden die
Zellen gewaschen, fixiert und mit dem entsprechendeeitantikbrper gefarbt. Die Zellkerne wurden mit
DRAQS5 visualisiert. Die Konjugate wurden im Fluaeszmikroskop analysiert und die Proteinverteilamt
hilfe von AIDA Image Analyzer quantifiziert. Statische Unterschiede wurden mittels Student’s T-€@astch-
net (GraphPad Prism software), *p<0.05, **p<0.04 airp<0.001.

% LFA-1
Akkumulation in VS

Das C-typ Lektin DC-SIGN ist ein Anheftungsrezeptiar HIV und MV. DC-SIGN fordert
die Virusinfektion, aber auch den Virustransfer,[26, 149] sowie die Bildung der VS durch
Aktivierung desRho Guanine Exchange Fact@BEF) Larg [150] und Ausbildung von Fort-
satzen durch die nachfolgende Aktivierung @10 guanosine-triphosphatas¢GTPase)
Cdc42 [124]. Um zu testen, ob DC-SIGN in der VSwakkliert, wie es fur HIV beschrieben
wurde [123], wurden Konjugate mit DC-SIGN-spezifisa Antikdrpern gefarbt. 45 % der
Gesamtmenge von DC-SIGN polarisierten spezifiscdeanKonjugat-Kontaktstelle (Abb. 4-
32A). Der Substanz P Rezeptor (SPR) (auch NeumokiriRezeptor (NK-1R) genannt) ist ein
G-Protein-gekoppelter Rezeptor fur die Substanmé hesitzt sieben Transmembrandoma-
nen. SPR unterstitzt die MV-ZNS-Infektionen und Brestung [151] und verbessert die MV-
Infektion von T-Zellen [152]. Die Farbung von SRRKonjugaten zeigte eine eher periphere
Akkumulation in der VS als eine zentrale Lokalisati Die Polarisierung ist signifikant fur
Konjugate mit MV-DCs. 35 % (P/I) bzw. 41 %D3/28) der Gesamtmenge von SPR akku-
mulierten in der VS, die in MV-DC / T-Zell-Konjuget gebildet wurde (Abb. 4-32B).
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Abb. 4-32: DC-SIGN & Substanz P Rezeptor (SPR) cltsrn in der VS. MV-DC / T-Zell-Konjugate wurden
mit (A) DC-SIGN (H200) —und (B) SPR - spezifisahantikdrpern gefarbt. Die Zellkerne wurden mit DRA
visualisiert. Die Konjugate wurden im Fluoreszenamskop analysiert und die Proteinverteilung mittalDA
Image Analyzer quantifiziertStatistische Unterschiede wurden mithilfe des SitideT-Test errechnet (Graph-
Pad Prism software), *p<0.05, **p<0.01 und ***p<0D

Die IF-Analysen zeigten, dass einige MV-Rezeptarad Adhasionsmolekile innerhalb der

VS polarisieren und moglicherweise zur Effizienz deansmission beitragen.

4.3.9 CDB8L1 ist ein Komponent der VS und seine Zuganglicteit verbessert die MV-

Transmission

CD81 (TAPA-1) ist ein Tetraspanin, das in HIV-inégen DCs zur VS umverteilt wird
[119]. Die Analyse der Lokalisation von CD81 in Mhduzierten VS ergab, dass 50 % der
Gesamtmenge von CD81 in der VS lokalisieren (ABB3A). Um die funktionelle Bedeu-
tung der Akkumulation von CD81 fir die Transmissmnuntersuchen, wurden MV-DCs 1 h
mit CD81-spezifischen Antikorpern vorinkubiert uddnach mit T-Zellen kokultiviert. Als
Kontrolle wurden MV-DCs mit einem Isotypantikorpekubiert. Nach 3 Tagen wurde die
Frequenz GFRCD3" T-Zellen im Durchflusszytometer gemessen. Das Bloovon oberfla-
chenstandigem CD81 durch Antikorper reduzierteMié Transmission um 35 % (P/1) bzw.
26 % @CD3/28) im Vergleich zur Kontrolle. Die Umverteilgrvon CD81 zur VS sowie die

Zuganglichkeit von CD81 haben einen funktionelldfeld auf die Transmission.
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Abb. 4-33: CD81 akkumuliert in der VS und beeinflust die MV-Transmissionseffizienz. (A)MV-DCs / T-
Zell-Konjugate wurden mit CD81-spezifischen Antigérn gefarbtDie Zellkerne wurden mit DRAQ5 visuali-
siert. Die Konjugate wurden im Fluoreszenzmikroskolysiert und die Proteinverteilung mithilfe vaiDA
Image Analyzer quantifizierStatistische Unterschiede wurden unter VerwendwsyStudent’'s T-Test errech-
net (GraphPad Prism software), *p<0.05, **p<0.0M ¢**p<0.001. (B) MV-DCs wurden 1 h vor der Trans-
mission mit 50 pg/ml CD81-spezifischen Antikdrperimkubiert. 3 Tage nach der Transmission wurde die
Frequenz GFRCD3' T-Zellen im Durchflusszytometer bestimmt. Die Mitverte von 3 unabhangigen Experi-
menten (in Duplikaten) mit Fehlerbalken, die diartardabweichung reprasentieren, sind dargedbéditFre-
guenz der GFPCD3'-T-Zellen wurde entsprechend der unbehandeltereZelbrmalisiert. Statistische Unter-
schiede wurden mithilf®ene-way ANOVA und Bonferronipost-testingerrechnet (Prism software), *p<0.05,
**p<0.01 und ***p<0.001.

4.3.10 Moesin und pERM akkumulieren in der VS

Moesin fnembrane-organizing extension spike prgtes ein Mitglied der Ezrin-Radixin-
Moesin (ERM) Proteinfamilie. ERM-Proteine ermdgkehdie Verbindung zwischen memb-
ranassoziierten Proteinen und dem Aktinzytoskelttesin, pERM und F-Aktin akkumulie-
ren an der Kontaktstelle von HIV-infizierten unceZellen [153]. Aul3erdem wurde Moesin
in Verbindung mit der Aufnahme des MV-Vakzinestamsnd@rch physische Interaktion mit
CD46 gebracht [154, 155]. Die Polarisierung von A und der Verlust der VS-
Rekrutierung von CD150 nach Inkubation mit Aktiraskelett-Inhibitoren (Abb. 4-29, 4-30)
weisen auf eine Beteiligung von Moesin hin. Um Werteilung von Moesin in der VS zu
untersuchen, wurden die Konjugate gefarbt. Die Aartamg der IF zeigte, dass 50 % (P/l)
bzw. 42 % ¢CD3/28) von der Moesin-Gesamtmenge in der VS p&aten (Abb. 4-34A).
Phosphorylierte ERM (pERM)-Proteine sind aktiv upefahigt, F-Aktin mit der Plasma-
membran zu verbinden. Um zu untersuchen, ob pERMexnVS konzentriert vorkommt,
wurden die Konjugate gefarbt. 61 % (P/I) bzw. 54#6D3/28) der pERMs akkumulierten
signifikant in der MV-induzierten VS (Abb. 4-34H}s konnte gezeigt werden, dass Aktindy-
namik-regulierende Proteine Moesin und pERM Kompbere der MV-VS sind.
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Abb. 4-34: Moesin und pERM sind Komponenten des VSMV-DC / T-Zell-Konjugate wurden mit (A) Mo-
esin— und (B) pERM-spezifischen Antikbrpern gefaibie Zellkerne wurden mit DRAQS5 visualisiert. Die
Konjugate wurden im Fluoreszenzmikroskop analysiad die Proteinverteilung mittels AIDA Image Anady
quantifiziert. Statistische Unterschiede wurden mithilfe des SitideT-Test errechnet (GraphPad Prism soft-
ware), *p<0.05, **p<0.01 und ***p<0.001.

Die vorangegangenen Experimente haben gezeigt,dimddV-VS wichtige Gemeinsamkei-
ten mit der HIV-VS teilt. In der MV-VS konzentriern sich zellulare Komponenten, die po-
tentiell die Regulation der Aktindynamik, die Stékt von Konjugate und damit den Eintritt

des MV in die Ziel-T-Zelle unterstiitzen und eineimflass auf Membranfusionen haben
konnten.
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5 Diskussion

iIDCs sind Wéachter des Immunsystems, die eingedne@ereger aufspiren. Einige Erreger
benutzen sie jedoch als Trojanische Pferde furTdansport in sekundéare lymphatische Ge-
webe, wo die Transmission an T-Zellen und die Diseation des Erregers erfolgt.

Die Masernvirus (MV)-Aufnahme in unreifen humane@4XiDCs) erfolgt CD150- und DC-
SIGN-abhéngig. Allerdings ist die Infektion von D@sstringiert, da diese unfahig zur Pro-
duktion viraler Partikel sind. Der Vorgang der Rkglion sowie der Zusammenbau von Par-
tikeln sind entscheidende Stufen des viralen Lebgdhiss. Eine effiziente MV-Transmission

an T-Zellen ist eine Voraussetzung fur eine erflgre Virusdissemination.

5.1 MV-Infektion von iDCs

MHC 1I" CD11¢ DCs in der Mukosa des Respirationstraktes sinchdigptséachlichen Ziel-
zellen fur MV-Infektion [1]. Immunfluoreszenzanadys an Kryoschnitten zeigen, dass nur
wenige CD150 DCs im Respirationstrakt vorkommen, jedoch DC-Si&Mllen unterhalb
des Epitheliums reichlich vorhanden sind [20]. CD1St der Eintrittsrezeptor fur MV-
Wildtypstamme, der ausschlie3lich von Zellen demdtapoetischen Systems exprimiert
wird. Das Oberflachenniveau von CD150 auf unreis und ruhenden T-Zellen ist niedrig,
steigt jedoch auf ausgereiften DCs (mDCs) und ektien T-Zellen. Experimente in der vor-
liegenden Arbeit konnten zeigen, dass die MV-IntekDCs ausreifen lasst. Die Ausreifung
war gekennzeichnet durch eine héhere Oberflacheassion von CD86 und eine reduzierte
Endozytose-Aktivitat (Abb. 4-4, 4-5). Dieses Ergsbpasst zu Beobachtungen, die infolge
der MV-Infektion die Expression weiterer Ausreifsngarker [95], die Ausbildung eines
migratorischen Phanotyps, den Wechsel von Antigeéume zu Antigenprasentation [21]
und die Herunterregulierung von DC-SIGN belegen].[Z8e Oberflachenexpression von
CD150 war im Vergleich zu uninfizierten DCs auf MDMGs 24 h p.l. marginal erhdht, wah-
rend mDCs mehr CD150 als MV-DCs exprimierten (Adblal). Da MV jedoch besser in iDCs

bei gleichen Infektionsdosen replizierte, scheineenverse Korrelation zwischen Virusrep-
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likation und CD150 Oberflachen-Expression zu bestgif\bb. 4-2). Eine Studie zeigte, dass
das Oberflachenniveau von CD150 auf iDCs transiegiliert werden kann. Die DC-SIGN-
Ligation durch das MV lost eine schnelle Aktivieguder sauren und neutralen Sphingo-
myelinase (ASM und NSM) aus, die eine effizientel eransiente Rekrutierung von CD150
sowie der ASM aus intrazellularen LAMRKompartimenten an die Plasmamembran inner-
halb weniger Minuten induziert. Auf der Zellobedhé kolokalisiert CD150 mit DC-SIGN
und verstarkt so den MV-Eintritt [156].

Die Expression von CD150 auf DC wird durch die ltiga mit TLR2 und/oder TLR4-
Agonisten [70], CD40L [72] und durch ILB]71] heraufreguliert. Bislang nicht fir DCs veri-
fiziert, aktivieren in Monozyten MV H-Proteine ddit.R2, aber nicht den TLR4-Signalweg
und induzieren die Oberflachenexpression von C15@, 158]. Die Infektion von iDCs mit
MV Vakzinestammen induziert hohe Mengen von p.Transkripten [95]. Im Gegensatz zu
dem Vakzinestamrmnduziert der Wildtypstamm ebenfalls die Sekretmm IL-13 durch die
Aktivierung des NLPR3 Inflammasoms in THP-1 Zelldedoch wirkt das MV V-Protein
durch eine Bindung an NLPR3 der Sekretion entgeg@s, insgesamt zu niedrigen Mengen
von sekretierten ILf1 fuhrt [159]. Ob MV-infizierten DCs fahig sind ILBlzu sekretieren,
konnte noch nicht geklart werden. Die Beobachtwags die GFFDCs innerhalb der MV
IC323-GFP-infizierten DCs CD150 auf der Oberflactient hochregulierten, widerspricht
einer IL-13 Sekretion (Fig. 4-4). Das Oberflachenniveau vonleD erwies sich als spezi-
fisch reguliert, da in infizierten Kulturen GFRund GFP+ DCs gleiche CD86-
Expressionsprofile  aufwiesen.  Die  Unterschiede ibimbch der  CD150-
Oberflachenexpression deuteten auf eine durch ddsdivekt oder indirekt kontakt- oder
replikationsinduzierte Erhohung hin. Die marginBiadhung steht im Gegensatz zu der beo-
bachteten Herunterregulation von CD150 auf MV-irdfiten B95a-Zellen 24 und 48 h p.1, die
durch MV H-Protein-Interaktionen induziert wurde6{]. Die Regulation des CD150-
Oberflachenniveaus konnte wie folgt geschehen: nagation DC-SIGNs durch MV wird
der intrazellulare Pool von CD150 transient an@ieerflache rekrutiert, erhoht das Oberfla-
chenniveau und erleichtert MV den Eintritt in diell2. 20 min nach DC-SIGN-Ligation sinkt
das Oberflachenniveau wieder ab. Nach 24 h Infekisb das Oberflachenniveau marginal
erhoht unabhangig von infektionsinduzierter Ausnegf oder sekretierten Molekilen. Ob das
erhohte Oberflachenniveau durch eine stabile Rektutg des intrazellularen CD150-Pools
oder durch Initiation der CD150 Expression erfoilgtyss noch untersucht werden.
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Trotz einer hoheren CD150-Expression in mDCs war Hrequenz MV 1C323-GFP-
infizierter iDCs und mDCs vergleichbar. Jedoch imeite MV deutlich effizienter in iDCs,
gekennzeichnet durch eine 6-fach hohere Fluoreszenzitat des Reporterproteins GFP 24
h nach der Infektion (Abb. 4-3). Diese Beobachtungde auch fiur HIV-1 in DCs gemacht.
iDCs und mDCs binden HIV-1. mDCs transferieren gelames HIV-1 sehr effizient an T-
Zellen transInfektion), im Gegensatz dazu werden iDCs effiennfiziert und transferie-
rende noveproduziertes Virus an T-Zellewmig-Infektion). Es konnte gezeigt werden, dass in
mDCs die reverse Transkription blockiert ist, urdladis resultierend wurden nur friihe Tran-
skripte gefunden [115]. Dafir verantwortlich sinda.udie Wirtsfaktoren APOBEC3G/3F
(A3G/3F), zwei DNA-Desaminasen und SAMHD1, eine ®asibonukleosidtriphosphat-
hydrolase (dNTP-Hydrolase). SAMHD1 ist ein HIV-1 dRiktionsfaktor, der spezifisch fur
DCs und myeloide Zellen ist [161] und dNTPs auf ieitnazellulares Niveau reduziert, das
unter der bendétigten Konzentration fur die Synthaeseviralen DNA durch die Reverse Tran-
skriptase (RT) ist [162].

A3G hingegen restringiert die HIV-1 Infektion duradwei Mechanismen. Wird es in das
Virion eingebaut, fugt A3G massive Hypermutationerdie neugebildete retrovirale DNA
ein. Zum anderen wirkt es als Post-Eintrittsreiriksfaktor in ruhenden CD4T-Zellen
wahrend der reversen Transkription [163, 164]. A&@trolliert auch in iDCs die HIV-1 In-
fektion durch Einfigen von Hypermutation in dasaler Genom. Zusatzlich fiihrt die DC-
Ausreifung zu einem erhdhten Niveau von A3G undéetkdie hohere Restriktion der HIV-1
Infektion [165]. Wie kurzlich gezeigt wurde, ist @udie MV-Infektion A3G sensitiv, da
A3G-uberexprimierende Zellen eine Reduktion deehltibsitat um 1-2 log-Stufen aufwiesen,
die mit einer Reduktion der viralen TranskriptiamduProteinexpression um 50-70 % einher-
ging [166]. MV-DCs produzierten mindestens eine-8igfe weniger Virus und zeigten eine
verminderte Akkumulation viraler Proteine als B%llen (Abb. 4-6, 4-7). Diese sind
Epstein-Barr Virus (EBV)-transformierte B-Lymphbiasle Zellen aus dem Krallenaffen, die
im Gegensatz zu humanen B-Zellen zwar A3G exprieniedas SIV, moglicherweise jedoch
nicht MV, hemmen kann, [167]. Ob humanes A3G in DXiis MV-Restriktion beitragt,
musste in Folgeexperimenten untersucht werden.

Die verminderte Akkumulation viraler Proteine treag einer Reduktion der produzierten Vi-
ruslast in DCs im Vergleich zu B95a-Zellen bei. &Restriktion der Virusproduktion in DCs
wurde auch fur das Herpes-Simplex-Virus beschrigthé8]. In dieser Arbeit sollte im Fol-

genden die subzellulare Verteilung der viralen €& und im Besonderen des M-Proteins in
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MV-DCs untersucht werden, um zu Uberprifen, ob e®&nderte Sortierung der Proteine
oder Kompartimentierung zusatzlich zur Reduktion \deusmorphogenese und Freisetzung
beitragen konnte. Zuerst wurde Uberpruft, ob daBrbtein an DRMs / Lipid Rafts assoziiert
ist. Sowohl durch Dichtegradienten-Zentrifugatids auch durch Immunfluoreszenzfarbung
konnte eine Fraktion DRM-assoziiertes M-Proteirellgert werden. Die Assoziation des M-
Proteins mit Lipid Rafts ist von grof3er Bedeutumgil sie sowohl fir HIV-1 als auch fur
MV den Ort der Partikelmorphogenese darstellen 1G2].

In den folgenden Immunfluoreszenzfarbungen wure@ekalokalisation der viralen Proteine
untereinander nach 24 h Infektion untersucht. Dieafion zeigte, dass nach 24 h Partikel
gebildet und freigesetzt wurden, weil diese zetlassrt und im Uberstand detektiert werden
konnten (Abb. 4-6). In MV-DCs wurden starke Asstinizen des M-Proteins mit Komponen-
ten des RNP-Komplexes, N- und P-Proteine, und Kais&tionen der N- und P-Proteine
selbst gefunden (Rr > 0.7). Es konnte bereits gezeerden, dass die Expression von M-
Proteinen essentiell fur den RNP-Transport auszettularen Inklusionen zur Plasmamemb-
ran ist [37]. Zusatzlich bindet das M-Protein am (RNP-Komplex, um die virale Transkrip-
tion zu regulieren bzw. zu inhibieren [58]. Dierk@Assoziation des M-Proteins in MV-DCs
mit Proteinen des RNPs kdnnte zum einen daraufeliteth, dass das M-Protein in einem
groBeren Umfang die Transkription inhibiert alsB85a-Zellen, wo M-Protein nur patrtiell
mit N-Protein, jedoch stark mit P-Protein kolokarte. Zuséatzlich ist die Assoziation von M-
und H-Proteinen sehr deutlich in B95a-Zellen, watdessen in MV-DCs nur eine partielle
Kolokalisation aufgezeigt werden konnte. F- und tdt€ine liegen auf der Zelloberflache in
einem Komplex vor. Die zytoplasmatischen Enden Feleand H-Proteins interagieren phy-
sisch und funktionell mit dem hydrophoben M-Proth, 36]. In Fibroblasten, die transient
MV M- und F-Protein exprimieren, wurde gezeigt, sldge Assoziation des M-Proteins durch
die Expression des F-Proteins verstarkt wird undléoeéProteine die Produktion virus-
ahnlicher Partikel (VLPs) fordern [59, 169]. Mddierweise fihrt die starkere Interaktion
von M- und H-Proteinen in B95a-Zellen zu eineraénteren Partikelproduktion.

Die Analyse der Kolokalisation des M-Proteins miafidern des sekretorischen Transportwe-
ges zeigte kaum Unterschiede zwischen MV semi-gsign MV-DCs und permissiven
B95a-Zellen. Das M-Protein wies eine partielle Agaton mit Markern des ERGIC und
COP I-Kompartimenten auf, jedoch keine mit dem@adgi bzw. TGN. Die Ergebnisse der
Kolokalisationsanalyse mit Markern des sekretoesciiransportweges sind tberraschend,

denn bisher konnte nur gezeigt werden, dass daewirGlykoproteine mit sekretorischen
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Kompartimenten assoziiert sind. Im ER interagietenGlykoproteine mit zellularen Chape-
ronen des ER, z.B. Calnexin. Die MV-Infektion erha@hsatzlich die Expression der Chape-
rone [170]. Des Weiteren heterooligomerisierenGligkoproteine im ER und werden entlang
des sekretorischen Transportweges tUber den Golgavap zur Plasmamembran transportiert
[65, 171]. Jedoch ist auszuschlieRen, dass dasdi®iRmit den Glykoproteinen kotranspor-
tiert wird [63].

Die Kolokalisationsanalysen viraler Proteine mitrkk&an des endosomalen Transportweges
ergaben kaum Assoziationen. Das M-Protein koloiates partiell mit Markern derecycling
Endosomen, mit AP-3 und pMHC IlI-Kompartimenten ivNDCs. Die Funktion vomecyc-
ling Endosomen wahrend der MV-Infektion ist unklar. Bfst wichtig fir den Vesikeltrans-
port zu spaten Endosomen, MVBs und Lysosomen. W+Hinfizierten Zellen konnte eine
direkte Interaktion des Gag-Proteins mit @detntereinheit des AP-3 Komplexes gezeigt
werden, die wichtig fir den Transport des Gag-Rmeteur Plasmamembran und somit fur
den Freisetzungsprozess ist [172]. Wird di&ntereinheit des AP-3 Komplexes mittels
SsiRNA ablatiert, ist die Partikelfreisetzung sigkaint reduziert [119]. Ob das M-Protein di-
rekt mit dem AP-3 Komplex interagiert oder indirekit anderen viralen oder zellularen Pro-
teinen, muss in weiterfihrenden Experimenten uantétswerden. Im Gegensatz zu MV-DCs
konnte in infizierten B95a-Zellen eine partielle Igkalisation mit dem Marker friher Endo-
somen gezeigt werden. Fir das HIV-Gag-Protein wedokenfalls eine Assoziation mit den
frihen Endosomen detektiert, jedoch bleibt derarktionelle Bedeutung unbekannt [173].
Die DC-spezifischen transienten Proteinaggregageeywédhrend der LPS-induzierten Ausrei-
fung entstehenC aggresome-like inducible structure®ALIS), wurden auch in MV-
infizierten DCs gebildet. In Influenzavirus-infizten DCs lagen die viralen Proteine mit
DALIS assoziiert vor [135]. Jedoch konnte in den fifi¥izierten DCs keine Kolokalisation
von M-Proteinen mit den DALIS nachgewiesen werdaba,Assoziation von DALIS mit dem
Glykoprotein H und dem Nukleocapsidprotein wurdedoich in dieser Arbeit nicht unter-
sucht. In HIV-infizierten Makrophagen konnte dasalg Partikel in MHC Il Kompartimenten
gefunden werden [174]. MV M-Protein kolokalisiepartiell mit pMHC Il (CDw78) in iDCs,
jedoch nicht in B95a-Zellen. Der verwendete Antpeir detektiert membranstandiges Tetra-
spanin-assoziiertes MHC 11 [136, 175], das mit einBeptid beladen ist. MHC Il ist nach-
weislich mit den Tetraspaninen CD53, CD81 und CB8oziiert [176].

Um zu untersuchen, ob MV-Proteine ebenfalls mirdsganinen kolokalisieren, wurde die

subzellulare Verteilung viraler Proteinen in Tepasin-positiven Kompartimenten analysiert.
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Tetraspanine sind Transmembranproteine, die zweazd{lulare Schleifen und namensge-
bend vier Transmembranregionen besitzen. Sie zeickith durch ihre Fahigkeit aus, mole-
kulare Interaktionen untereinander und mit andeéd®erflachenproteinen, wie z.B. Integri-
nen, einzugehen und zu strukturellen Plattformeasaoziieren. Diese Plattformen, die auch
als tetraspaninreiche Mikrodomanen (TEMs) bezeichmeden [177], haben ahnliche Funk-
tionen wie DRM-Mikrodomanen. Die Assoziation von MAfoteinen mit verschiedenen Tet-
raspaninen wurde untersucht, da deren BedeutunglifiiiFreisetzung von HIV und In-
fluenzaviren belegt ist [139, 178] und HIV Gag-Rintdie Vereinigung von TEMs und Lipid
Rafts am Ort der Partikelmorphogenese in der Plammnbran induziert [179]. Die Kolokali-
sationsanalyse zeigte in iDCs keine eindeutigeroAationen von MV-Proteinen mit Tetra-
spaninen. Der Pearson Koeffizient (Rr) lag beiraférbungen zwischen 0.39 und 0.59 und
damit sehr nah beieinander. Die Ergebnisse sindmutcht eindeutig, da Tetraspanine nicht
nur Homodimere, sondern auch Heterodimere bildemé&n, z.B. CD9, CD81 und CD151
[180]. Der Vergleich der IF-Farbungen fur die Tefranine zwischen iDCs und B95a-Zellen
zeigte eine deutlich veranderte Verteilung von CDBB95a-Zellen, wo das Molekul eindeu-
tig intrazellular mit MV P-Protein kolokalisiert&k( > 0.8). In iDCs war CD81 vornehmlich
mit der Plasmamembran assoziiert und nicht mit defrotein. Das Tetraspanin CD63
(LAMP-3) ist hauptsachlich Bestandteil der innerglembranen spater Endosomen der
MVBs, eher intrazellular lokalisiert und kolokabst nachweislich mit den lysosomalen Gly-
koproteinen LAMP-1 und LAMP-2 [181]. In B95a-Zellakkumulierte CD63 mit dem P-
Protein in groRen Aggregaten, in iDCs kolokalisieleide Proteine jedoch nur patrtiell. In
HIV-1 infizierten Makrophagen findet die HIV-Paréknorphogenese an einem intrazellula-
ren Kompartiment statt, in dem CD81, CD9, CD53 agggren und in das CD63 infolge der
Infektion rekrutiert und effizient in die Viruspé@l eingebaut wird [140, 182]. Dieses fur
HIV beschriebene intrazellulaessembiKompartiment konnte fiir MV weder in iDCs noch
in B95a-Zellen gefunden werden. In B95a-Zellen kénes ein Replikationskompartiment
geben, das durch Cluster aus CD63, CD81 und PiRrbéschrieben werden kann. Um zu
Uberprufen, ob auch das N-Protein als wichtigstengonente des RNP-Komplexes ebenfalls
mit CD63 und CD81 kodetektierbar ist, missten zlisfie Kolokalisationsanalysen durch-
gefuhrt werden. Nachdem bereits gezeigt werden tkordass N- und P-Protein in B95a-
Zellen patrtiell kolokalisieren (Abb. 4.9), ist vemer CD63- und CD81-Aggregation mit MV
N- und P-Protein auszugehen. Ob dies Orte derevirRleplikation sind, muss experimentell

untersucht werden. Fur iDCs konnten diese Kolo&absen nicht beschrieben werden. Még-
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licherweise ist die Translation der priméaren Traimk in DCs beeintrachtigt. Daraus folgt
eine reduzierte Proteinakkumulation, eine vermited@®ildung von Replikationsorten, die
schlie3lich zu einer relativen Unfahigkeit der Ratbildung und —Freisetzung fuhren kénnte.
Im Gegensatz zu den MV-DCs zeigten die Farbung@\inB95a eine starkere Differenzie-
rung der Tetraspanine in ihrer Assoziation mitleinaProteinen und eine Inhibition der rAum-
lichen Interaktion untersuchter Tetraspanine. Watewmlich beeinflusst die MV-Infektion in
B95a-Zellen die Lokalisation und die Expression Tetraspanine. Die Assoziation der vira-
len Proteine mit einem Tetraspanin gibt allein nkeine Auskunft Gber die Notwendigkeit
der Assoziation fir die Partikelbildung, wie fliedtD63 Expression in HIV-infizierten Mak-
rophagen gezeigt werden konnte. Die Ablation de6&Bxpression hatte keinen Einfluss auf
die HIV-Produktion [183]. Durch die funktionelle Biendanz der Tetraspanine ist es schwie-
rig, die Bedeutung einzelner Tetraspanine fur diéMfektion und Partikelmorphogenese zu
untersuchen [177].

Die Analyse der subzellularen Verteilung der vinalroteine ergab keine Hinweise auf ein
MV ,, virus-containing compartmeh{VCC) in DCs, wie es fur HIV in DC beschrieben mu
de [119]. Das intrazellulare HIV-VCC in iDCs wurbeschrieben durch das Vorkommen der
Tetraspanine CD81, CD82 und CD9 und dddntereinheit des Adaptorproteins 3 (AP-3)
sowie einer Verbindung zur Plasmamembran. Zwar temmpartielle Kolokalisationen des
M-Proteins mit AP-3 und CD81 detektiert werden,oed akkumulierten nicht alle viralen
Proteine in einem Kompartiment, sondern erscheghem intrazellular verteilt.

In Ubereinstimmung mit HIV kolokalisierten MV H-Reine und M-Proteine mit dem
membranimpermeablen HRP, das zum VisualisierenMembraneinstilpungen bzw. Kom-
partimenten, die mit der Plasmamembran verbundet serwendet wird (Abb. 4-21). Diese
Membraneinstilpungen konnten entweder Orte derikebniildung und/oder der Virus-
Freisetzung sein oder Lagerorte fir entwagirapptesoderde novesynthetisiertes MV. Fir
Makrophagen wurden CD8Plasmamembran-abgeleitete Invaginationen gefuridetenen
HIV konzentriert vorkam [140, 184]. Fur MV-DCs kaen mit den gewahlten Markern keine
Veranderungen der Lokalisation intrazelluléarer Bncen beobachtet werden.

Eine frihere Publikation stellte fest, dass di¢utée GTPase Rab9, die den Vesikeltransport
von spaten Endosomen trans-Golgi-Netzwerk reguliert, fur die Replikation véilV, Ebo-
lavirus und MV wichtig ist [185].Es wurde jedoch dex eine Kolokalisationen von M-
Proteinen mit denrans-Golgi-Netzwerk noch mit dem spaten Endosomen é&sséljt, sodass

der M-Proteintransport wahrscheinlich Rab9 GTPasbhangig ist. Entweder steuert die
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GTPase den Transport der Glykoproteine oder des-Rdifplexes oder der Einfluss ist indi-
rekter Art. Rab7, Rab9 und Rab 11 regulieren damaten Sphingolipid- und Cholesterol-
Transport in Zellen [186]. Eine interessante Mdufieit ware, dass die Inhibition der Rab9-
Expression den Cholesterol- und Sphingolipid-Transplysreguliert mit der Konsequenz,
dass die Partikelbildung in Lipid Rafts inhibiest [185].

Eine wichtige Rolle fir die MV Replikation spielanf3erdem Komponenten des Zytoskeletts.
Die intrazellulare Lokalisierung viraler Proteingie mithilfe des polyklonalen anti-MV-
Serums detektiert wurden, war zwar signifikant hidarch die Behandlung von Inhibitoren
des Aktinzytoskeletts oder der Mikrotubuli verand@gedoch war die Virusproduktion inhi-
biert [187]. Weitere Experimente kénnten durchgefiterden, die die subzellulare Vertei-
lung einzelner virale Proteine nach der BehandhaiigZytoskelett-Inhibitoren tberprifen.

Die Nachteile der gewahlten Kolokalistionsanalys&rem, dass die subzelluldre Verteilung
der viralen Proteine nur zeitlich punktuell undiidynamisch analysiert wurde. Es ist nicht
auszuschliel3en, dass Infektionsstadien-spezifis@r@nderungen der Akkumulation viraler
Proteine auftreten oder dass deren Assoziatiorzetiilaren Kompartimenten transient ist.
Zusatzlich kann eine Kolokalisation keine Aussagerieine funktionelle Assoziation zweier
Proteine machen. Um die subzellulare Verteildeghovesynthetisierter M-Proteine untersu-
chen zu kénnen, wurde ein Methode bendétigt, dieDdigektion des M-Proteins in lebenden

DCs ermdoglicht.

5.2 Die Detektion von MV M-TC-Fusionsproteinen

Um das M-Protein in lebenden Zellen zu detektiewed so den Transportwede nove
synthetisierter M-Proteine von der Synthese bis Rartikelmorphogenese untersuchen zu
kénnen, wurde ein Tetracystein (TC)-Tag eingeftiggsen minimale Gré3e 6 Aminosauren
der Sequenz CCPGCC sind. Der biarsenische FarbbdedH ist membranpermeabel, bindet
an die vier Cysteine und emittiert Fluoreszenz reiobr Anregung mit UV-Licht. Die Funk-
tionalitat des TC-Tags in lebenden Zellen konntesie in Transfektions- und Infektionsex-
perimenten mit HIV-Fusionsproteinen gezeigt werdeas TC-getaggte Gag-Fusionsprotein
akkumulierte in spezifischen Plasmamembran-Domé&wuen nach der Translation [188] und

definierte einen intrazellularen Transportweg, pieninukledre Kompartimente und MVBs als
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Transport-Zwischenstationen einschloss, an deneim éer Zusammenbau von Intermediaten
und VLPs erfolgte [189]. Die Infektion von DCs neilnem rekombinanten replikationskom-
petenten HIV-1, das das TC-Motiv im C-Terminus p&g Matrixproteins innerhalb des Gag-
Polyproteins tragt, zeigte verschiedene Stadienviles-Lebenszyklus und den Transfer zu
Nachbarzellen [129]. In infizierten Makrophagen deireine Population des Gag-Proteins
charakterisiert, die sich in internen Kompartimer@reichert und nach Zugabe von T-Zellen
an die Kontaktstelle innerhalb der VS polarisi@Aaq].

Um die Anwendbarkeit des TC-Tags in MV-Infektionstgmen zu untersuchen, wurde der
TC-Tag zuerst an den C-Terminus des M-Proteinoifuisit. Die transiente Expression des
M-TC-Fusionproteins wurde in HelLa-Zellen (Abb. 4)ldhittels Antikorper-, FIAsH-und
ReAsH-Farbung sowohl im Fluoreszenzmikroskop alsham Durchflusszytometer und in
primaren transfizierten DCs (Abb. 4-16) nachgewnes#gas MV M-Protein ist mit speziellen
Membranmikrodoméanen, den DRMs, assoziiert [64] ahgomerisiert in hohermolekulare
Komplexe, die als VLPs ins Medium freigesetzt wer®9]. In transfizierten HelLa-Zellen,
die M-TC-Proteine transient exprimierten, konntevsbl die Assoziation des Fusionsproteins
mit DRMs als auch die Freisetzung von VLPs bedtétgyden (Abb. 4-15) und damit essen-
tielle Eigenschaften des M-Proteins fur die Paiik@dung. Im Vordergrund der Analysen
stand jedoch die Expression des M-Proteins waheemet MV-Infektion. Deshalb wurde ein
rekombinantes MV generiert, das das M-TC-Fusiorteproexprimierte. Das rekombinante
rMV323 M-TC (MV-Wildtyptamm: IC323) infizierte DCsund das M-TC-Protein konnte
erfolgreich mittels Fluoreszenzmikroskop in DCsettéert werden. Die subzellulare Vertei-
lung des rekombinanten M-TC-Proteins in DCs watrtldgugeclustert und vergleichbar mit
der Expression des unmodifizierten M-Proteins vomiech an der Plasmamembran detek-
tierbar, aber auch intrazellular verteilt (Abb. &)1Allerdings war die Frequenz infizierter
FIAsH" DCs gering, was wahrscheinlich auf die niedrigéerider Rekombinante (nie hoher
als 4 x 10 PFU / ml), aber auch auf das schnelle AusbleictesnFluoreszenz nach Anregung
zuruckzufuhren war. Das rekombinante Virus zeigteagiffalliges Wachstum, indem es sich
innerhalb von 2 Tagen in der Vero SLAM-Zellkultwsbreitete, danach jedoch keine weitere
Ausdehnung der Plagues beobachtet wurde, die slativrschnell ablésten (Abb. 4-17). Um
die Viruszucht zu verbessern, wurden vor der IndekVero SLAM-Zellen mit WTF M-
Protein-kodierenden Plasmiden transfiziert, dierEgpion nach 24 h im Durchflusszytometer
bestétigt und anschlie3end mit rMV323 M-TC infitiekedoch konnte weder eine Steigerung

der Titer noch eine effizientere Ausbreitung deagRles beobachtet werden. Die Analyse der
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Replikation des rMV323 M-TC sowie die Akkumulatiairaler Proteine im Vergleich zu
dem Wildtypstamm MV-IC323 kénnte Aufschluss lUbemeeBeeintrachtigung bringen, die
durch die Expression des Fusionsproteins indumied. Zusammenfassend ist festzustellen,
dass der TC-Tag im Viruskontext nicht gut tolerigurde, was zu niedrigen Titern fuhrte. In
einer kirzlich erschienenen Publikation ist dieiéiusles TC-Tags an alle Strukturproteine,
Enzyme und das Glykoprotein gpl120 innerhalb eim@stetten HIV-1-Genoms beschrie-
ben. Es zeigte sich, dass die Infektiositat desmdknanten Virus von der Position der Inser-
tion des TC-Tags abhing [191]. Zuséatzlich wurde Dietektion von FIAsH-gefarbtem M-TC-
Protein durch das relativ schnelle Ausbleichengiténen Fluoreszenz erschwert. Das schnel-
le Ausbleichen und die geringe Anzahl FIASBICs erschwerten die dynamische Analyse des

intrazellularen Transportes des M-Proteins.

5.3 MV-Transmission von DCs an autologe T-Zellen inneralb der Viro-

logischen Synapse

Weil die Virusproduktion und Freisetzung ineffizien DCs erfolgt, kdnnte die zellassoziier-
te MV-Transmission an T-Zellen die Schllsselposititr die Virusdissemination sein. Als
Hinweis auf eine MV-Transmission konnten bereits f0Zs in Verbindung mit infizierten
T-Zellen in lymphoiden Geweben 9 Tage nach Infekiio einem Tiermodell fir die MV-
Infektion detektiert werden [1]. Fur HIV wurde gégte dass die Virus-Transmission von DCs
an T-Zellen, aber auch von T-Zelle an T-Zelle, nmwadb der virusinduzierten VS der effek-
tivste Ubertragungsweg ist [192]. Um die Effizietler MV-Transmission, die Bildung der
VS sowie essentielle Komponenten, die fur die Tmassion entscheidend sind, zu analysie-
ren, wurde ein autologes Zellsystem verwendet.

Die Infektion von T-Zellen kann Uber verschiedeneg® erfolgen, entweder durch zellfreies
oder durch zellassoziiertes Virus. Die zellfreieektion von T-Zellen ist eher im vitro Zell-
systemen von Bedeutung. TransmissionsexperimerttelivMizeigten, dass DCs fur eine effi-
ziente Transmission nicht infiziert sein musseis-HIV-DCs), sondern dass bereits die Bela-
dung und Internalisierung von HIV ausreichend isansHIV-DCs). Als Voraussetzung fur
die transInfektion konnte gezeigt werden, dass DCs mit UV-kbenfalls beladen werden
kénnen und dass Proteine des gebundenen Virus2#acimd 48 h an der Plasmamembran
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detektierbar waren (Abb. 4-20). Im néachsten Schuitide die Effizienz der zellfreien Infek-
tion von T-Zellen mit der Virusubertragung voris- odertransMV-DCs durch die Bestim-
mung der Frequenz infizierter T-Zellen verglich&s konnte dargestellt werden, dass die
MV-Transmission vorcis-MV-DCs am effektivsten war (Abb. 4-22). Wahrschigim dienen
cissMV-DCs auchin vivo als Transmissionsvektoren. Die HIV-Transmissiorlagt bipha-
sisch — innerhalb der ersten zwei Tage werden TeZelurch trans-HIV-DCs infiziert, bis die
Replikation von HIV zur Produktion von viralen Riein fihrt undcis-HIV-DCs T-Zellen
infizieren [116]. Diecis-Infektion erméglicht damit langerfristig die Infidn von T-Zellen
[193]. Diese Unterteilung des Virustransfers in zWhasen konnte auch fur MV zutreffen.
Prinzipiell kann diegtransInfektion nur so lange erfolgen, wie MV auf der éftdche von
DCs gebunden ist.

Es konnte zeigte werden, dass die MgHnfektion von T-Zellen zeitabhangig war. Die Dau-
er von 15 min Transmission waren ausreichend, warHdilfte aller T-Zellen, die nach einer
Infektionsdauer von 2 h infiziert sind, zu infizéer (Abb. 4-23). Dies korreliert mit Befunden
aus dem HIV-System, in dem eine Mindestdauer vomitOfiir die Bildung einer VS detek-
tiert wurde [110].

CD150 ist der MV-Eintrittsrezeptor, der auf stinemten P/I- uncdhCD3/28-T-Zellen herauf-
reguliert wurde (Abb. 4-19). Um die Bedeutung vdn150 fir die Transmission zu untersu-
chen, wurden CD150 auf den T-Zellen durch spetiés&ntikérper blockiert. Die Blockade
von CD150 reduzierte die Frequenz infizierter TiZelum 50 % (Abb. 4-24A). Die Analyse
der Frequenz infizierter T-Zellen unterstrich died®@utung von CD150 fur die Transmission,
da stimulierte T-Zellen haufiger infiziert warensalunstimulierte T-Zellen (Frequenz
CD3'/GFP im Durchschnitt: 10 % unstimuliert, jedoch 52% &@d 36 %aCD3/28). Zusatz-
lich war die MFI und damit einhergehend die Akkuatidn des Reporterproteins GFP in den
stimulierten T-Zellen héher als in unstimulierteallgn. Diese Beobachtung ist im Einklang
mit einer alteren Publikation, die zeigte, dass M\WWlitogen-stimulierten T-Zellen besser
replizierte [194]. Die homotypische Interaktion vBD150 hatte keinen zuséatzlich stabilisie-
renden Effekt auf die Konjugatbildung, da die Vdraedlung von DCs mit CD150-
spezifischen Antikdrpern die Transmission nichtibiesste (Abb. 4-24B). Die heterotypi-
sche Interaktion von CD150 mit MV H-Glykoproteinesth hochaffin [33] und seine Zugang-
lichkeit fur CD150 auf der Zelloberflache ist betend fur die Effizienz der MV-
Transmission (Abb. 4-25). Die additive Blockierumgt zwei neutralisierenden Antikorpern,

die unterschiedliche Epitope im Glykoprotein H enken [143], zeigte, dass fur eine erfolg-
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reiche Transmission verschiedene Epitope des Heipstvon Bedeutung sind. Diese Be-
obachtung ist im Einklang mit den beschriebenerd@mngsstellen in der Kristallstruktur, die
fur das MV-H-Protein im Komplex mit CD150 gemachiinden. Die Kristallstruktur zeigte,
dass das H-Protein vier Bindungsstellen fur CD1&fvaist. Die Mutationen der einzelnen
MV-H-Aminoséauren lle194, Asp505, Asp507, Asp530g/A33, Phe552 und Pro554, die in
den vier Bindungsstellen liegen, interferierte jdsvenit der Bindung an CD150 und damit
mit der MV-Infektion [33]. Die Prainkubation von mivH-spezifischen Antikdrpern fihrte
wahrscheinlich zu einer Blockierung wichtiger Bistidlen oder zu einer sterischen Hinde-
rung der CD150 / H-Protein-Interaktion. Die Transsmn konnten mit der Vorinkubation
von CD150- und H-spezifischen Antikdrpern jeweits atwa 50 % inhibiert werden. Um die
Transmissionsereignisse starker zu reduzieren,tkéreusatzlich in einem Ansatz DCs und
T-Zellen parallel mit Antikérpern prainkubiert urdie Frequenz infizierter T-Zellen im
Durchflusszytometer gemessen werden. Anstatt &oenkubation von Zellen mit blockie-
renden Antikorpern kdnnten die Antikérper wéahremd d ransmissionsprozesses zugegeben
werden, um die Zugéanglichkeit von Antikorpern ie &S wahrend der Konjugatbildung zu
untersuchen.

Maglicherweise konnte die Transmission nicht stékdeckiert werden, weil Ko-Rezeptoren
wie z.B. Moesin [154, 155] oder Substanz P Rezg@BR) [151] die Virusaufnahme unter-
stitzen. In Neuronen wurde zudem gezeigt, dass siimasionsereignisse des MV-
Vakzinestammes in Abwesenheit einer CD46-Expresaigtraten. Vermutlich ist hierfir die
Interaktion des F-Proteins mit SPR ausreichend][1di# effizient durch FIP-Zugabe, aber
nicht durch CD150- oder H-Protein-spezifische Adtper blockiert wird. Zusatzlich konnte
CD150 in T-Zellen kompartimentiert sein, z.B. in idigraneinsttlpungen, die eine vollstan-
dige Absattigung von CD150 auf T-Zellen mit spestifien Antikérpern erschwert. Die vira-
len Glykoproteine weisen komplexe Glykosylierunger, die einen Einfluss auf die Protein-
faltung und —konformation, auf die Interaktion rRézeptoren und auf die Detektierbarkeit
durch das angeborene Immunsystem und Antikorpdyarhkonnen [195, 196]. Beispielswei-
se weist HIV gpl120 zelltypspezifische Glykosyliegen auf. Die verdnderten Glykosylie-
rungsmuster haben einen Einfluss auf die antigéngenschaften des Glykoproteins gp120,
die bewirken, dass 8- bis 10-mal mehr neutralisigeeAntikdrper eingesetzt werden muss-
ten, um produziertes HIV von Makrophagen zu bloekeim Vergleich zu Virus, das von
PBMCs produziert wurde [197]. Veranderte Glykolysiegen des MV H-Protein kdnnten die

Effektivitat neutralisierender Antikérper beeinfaes.
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Die vorangegangenen Experimente dienten der Analgsérequenz und Effizienz der MV-
Transmission in autologen Zellkulturen. Um die Eez und die Architektur einer MV-
induzierten VS eingehender zu untersuchen, wurdengszenzmikroskopische Analysen der
Zellkonjugate durchgefuhrt. Zunachst konnte geaemyiden, dass praaktivierte T-Zellen hau-
figer Polykonjugate bilden und damit die Anzahl de@ntaktflachen fir den Virustransfer
erhéhen (Abb. 4-26). Eine simultane Zell-Zell-Tramssion von HIV zu multiplen Zielzellen
durch Polysynapsen konnte ebenfalls nachgewiesemeweEs wird vermutet, dass die Poly-
synapsen eine exponentielle Virusdissemination edwe Abschirmung vor dem Immunsys-
tem férdern [112].

Experimente mit HIV-infizierten Zellen zeigen, datss Aktinzytoskelett eine wichtige Rolle
wéhrend der Virustransmission spielt [103, 144].Besonderen ist die induzierte Aktindy-
namik wesentlich, weil deren Pravention in HIV-D&swvohl die Ausbildung einer VS als
auch den Virustransfer inhibierten [124]. Die Arsdyder subzellularen F-Aktin-Verteilung
zeigte eine Akkumulation an der Kontaktstelle zusen mit dem MV-Glykoprotein H. Die-
se Akkumulation von F-Aktin unterschied sich zwiatistisch nicht signifikant von Konjuga-
ten, die zwischen Mock-DCs und T-Zellen gebildetradan, jedoch war eine Tendenz klar
erkennbar (Abb. 4-27A). In selteneren Fallen kortiteAusbildung von Filopodien zwischen
MV-DC und T-Zelle beobachtet werden, mit denen MWkbtein assoziiert war (Abb. 4-
27B). Interzellulare Verbindungen konnten bereitsszhen MV-DC / T-Zell-Clustern [20]
und HIV-induzierten Nanotubes in Makrophagen détektwerden [198]. Die Virus-
Transmission Uber die Ausbildung von aktinreichams#ulpungen ist wahrscheinlich eher
von Bedeutung, wenn die Anzahl der T-Zellen die #mzan DCs weit Ubersteigt und wenn
gebundenes Virus an T-Zellen tbertragen wirdns-Infektion) [124]. Eine kirzlich erschie-
nene Publikation konnte zeigen, dass infizierte BIB$ Uber virale Filopodien (VF) verbrei-
ten, die abhangig von der Expression des FormiapH2 gebildet werden. Formine sind in
Prozessen der Aktin-Polymerisierung involviert wassoziieren mit den schnell wachsenden
Enden von Aktinfilamenten [199]. Der Ausbildung vBC / CD4 T-Zell-Kontakten gehen
VF-Kontakte voraus [200]. Aufgrund der geringen duenz von beobachteten MV-
assoziierten Filopodien ist es wahrscheinlich, disser Weg der Virustibertragung in Kultur
selten und im Vergleich zum Transfer innerhalb eM8 an den Kontaktflachen ineffizient
ist. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werdess, darch die Wahl eines anderen Sub-
strats, auf dem die Zellen adharieren, die Frequenz=ilopodien erh6ht werden kann. Bei-
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spielsweise konnte gezeigt werden, dass Membratuze® praferenziell eher auf Fib-
ronektin (FN)- als auf PLL-beschichteten Objekta@gausgebildet werden [201].

Die Ausbildung einer VS innerhalb von Zellkonjugateird durch die Akkumulation viraler
Proteine und des Eintrittsrezeptors beschriebea. Adialyse der zellularen Verteilung von
MV-Glykoprotein H zeigte eine deutliche Akkumulati@an der Kontaktfliche von MV-DC
und T-Zelle (Abb. 4-28A). Um die Bedeutung der US @rte der Transmission entweder fur
virale Partikel oder fiur RNP-Komplexe zu untersthein, wurde zusatzlich das MV Phos-
phoprotein P als Marker fir den RNP-Komplex gefatatch das P-Protein akkumulierte an
der Kontaktflache (Abb. 4-28B). Die Lokalisationrv&lykoproteinen und RNP-Komplexen
deutet darauf hin, dass entweder virale Partiker ®@INP-Komplexe zusammen mit MV-
Glykoproteinen an der Kontaktstelle prasent sin@. Kontaktstelle konnte als Ort der Parti-
kelproduktion fungieren oder bereits zusammengebRattikel werden an diese Kontaktstel-
le transportiert. Mdglicherweise werden anstatt waruspartikeln RNP-Komplexe durch
Mikrofusionen der Zellmembranen transmittiert. laudonen konnte gezeigt werden, dass der
transsynaptische MV-Transfer durch den RNP-Komewie dem F-Protein ermoglicht
wird. Das F-Protein interagiert wahrscheinlich d#im Substanz P Rezeptor (SPR) und indu-
ziert die Entstehung von Mikrofusionen, die dem Rfmplex erlauben, die Synapse zu
Ubergueren und das Uber die Synapse verbundenemeuinfizieren [202, 203]. Zusatzlich
wurde auch ein effizienter Transfer von persistiden MV-infizierten Zellen zu Hela-
Zellen beschrieben, der ebenfalls abhangig vorerir&lykoproteinen und RNP-Komplexen
war und zu einer Infektion der HelLa-Zelle fuhrte. \Eurde postuliert, dass der Virustransfer
durch Mikrofusionen an der Kontaktstelle bewerksjelvurde [204]. Daher kann nicht aus-
geschlossen werden, dass anstatt viraler Partik€l-Romplexe transmittiert werden.

In Ubereinstimmung mit den Beobachtungen, die fétlV-induzierte VS gemacht wurden,
konnte ebenfalls fir MV-VS eine Relokalisierung dgatrittsrezeptor CD150 zur Kontakt-
flache detektiert werden. Die Abb. 4-28A und AbRJA unterstreichen die Bedeutung MV-
induzierter Polysynapsen als Orte der MV-Transrmarsstdla sowohl MV-H-Proteine als auch
CD150 an den Kontaktstellen der Polykonjugate akkieren. Um die MV-induzierte Ak-
kumulation von CD150 detaillierter zu untersuchemrden T-Zellen transient mit HA-
getaggtem CD150 transfiziert. Der Fokus wurde aef ldbkalisierung von CD150 in T-
Zellen gelegt, weil zum einen praaktivierte T-Zelleein hohes CD150-
Oberflachenexpressionsniveau (Abb. 4-19) im Gedensa MV-DCs aufwiesen und zum

anderen die Verflugbarkeit von CD150 auf DCs keik@nfluss auf die Transmission hatte
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(Abb. 4-24), obwohl in infizierten DCs CD150 mit MM- und M-Proteine kolokalisierten
(Abb. 4.9 rechte Spalte). CD150-HA aggregierte litgutMV-abhangig an der Kontaktflache
der Zellkonjugate (Abb. 4-29B). Das CD150-Protetinkte mit Mikrodomanen assoziiert
sein, z.B. Lipid Rafts, die eine rdumliche Akkuntida von CD150 und einen verbesserten
MV-Eintritt bewirken. Das einzige bekannte Mitglieeér SLAM-Familie, das in Lipid Raft-
Mikrodomanen vorkommt, ist SLAMF4 (2B4) [205, 206].

Das Clustern von CD4 und Integrinen in der HIV-inguten VS ist abh&ngig von der Dyna-
mik des Aktinzytoskeletts und vermittelt die Pad&grung von der HIV-Proteine Env und
Gag zur VS [103]. Ein dynamisches Zytoskelett igthttg fur die Partikelbildung und Frei-
setzung [187]. Es wird vermutet, dass CD150 dieddyik des Aktinzytoskeletts regulieren
kann, weil spezifische Adapter (SLAM-assoziiertetBin, SAP) in T-Zellen CD150 an einen
nachgeschalteten Signalweg koppeln, der die Rekuwrig des p2hctivated kinas€PAK)
interacting exchangdraktors (PIX) induziert [207]. PAK verbindet dieh® GTPasen mit
dem Zytoskelett und reguliert so die Reorganisaties Zytoskeletts. Die Vorbehandlung
CD150-HA transient exprimierender T-Zellen mit LatBeintrachtigte deutlich die CD150-
HA Rekrutierung zur VS (Abb. 4-30). Der Einflussrvéktin auf die Umverteilung viraler
Proteine zur VS kann jedoch nicht untersucht werdendie Vorbehandlung von DCs mit
Inhibitoren des Aktinzytoskeletts, wie z.B. Latrufin B, die Substratadhasion und Konju-
gatbildung beeintrachtigt. Die Bedeutung von Aktarhenten fir die MV-
Partikelmorphogenese wird jedoch durch die Assimmiaton Aktin mit dem RNP-Komplex,
der Verpackung von Aktin in das Virion und die Samgat der MV-Produktion gegentber
Cytochalasin B und D belegt [208, 209].

Die HIV-induzierte VS weist eine organisierte Stiwkauf, in der nicht nur die viralen Prote-
ine / Partikel und Rezeptoren, sondern auch Adhésiolekile und Tetraspanine polarisie-
ren. Um die Architektur der MV-induzierten VS zutersuchen, wurde die Polarisierung ver-
schiedener Proteine zur MV-VS bestimmt. Die Adhédsmolekile ICAM-1 und dessen Lig-
and, das aktivierte LFA-1, akkumulierten signifikam der Kontaktflache zwischen MV-DCs
und préaaktivierten T-Zellen (Abb. 4-31). Die Fumkten von ICAM-1 in HIV-Konjugaten
sind vielfaltig. HIV gp120 und die Prasenz von ICAMnduzieren den T-Zell-Arrest, der die
Voraussetzung fur die Ausbildung einer VS ist [9Blisatzlich stabilisiert ICAM-1 durch
Interaktion mit seinem Liganden LFA-1 die VS [1021]. Um effizient mit ICAM-1 zu in-
teragieren, muss LFA-1 aktiviert sein [145]. DieZéH-Aktivierung durch die Bindung des
pMHC-Komplexes an den TCR oder durch HIV gp120 meu die Konversion von LFA-1
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in seine aktive Form [146, 147]. Der in den Expemten verwendete Antikdrper NKI-L16
erkennt spezifisch nur die aktive LFAetUntereinheit [148]. Es wurde jedoch gezeigt, dass
MV-kontaktierte T-Zellen schlechter auf Fibronek(FiN)-beschichteten Objekttragern adha-
rieren [24]. Die Bindung von Zellen an Komponentiam extrazellularen Matrix (ECM), z.B.
FN, wird durchpl-Integrine vermittelt2-Integrine wie LFA-1 sind fir die Stabilisierung
von Zell-Zell-Kontakten erforderlich. Die mdglicHahibition der Aktivierungpl-Integrine
ist jedoch nur transient, weil 24 h nach Infektswohl aktivierte1- als aucl2-Integrine
auf T-Zellen nachgewiesen werden konnten [210].edudherrscht zwischen den Integrinen
ein crosstalk -LFA-1 stimuliert die Aktivierung von VLA-4 [{1-Integrin) und VLA-4 tragt
zur Aktivierung von LFA-1 bei [211, 212]. Die Detedn des aktivierten LFA-1 in der MV-
VS lasst auf eine kontaktinduzierte oder kostinasiathe Aktivierung auf konjugierten T-
Zellen schlieRen, die moglicherweise durch die MikBproteine erfolgt. Wahrscheinlich
induzieren infizierte DCs durch die Expression kardroteine und kostimulatorischer Mole-
kule die Aktivierung von LFA-1, die in Experimentenit zellfreien MV-kontaktierten T-
Zellen fehlen. Um die Aktivierung vopil-Integrinen zu analysieren, kbnnten konjugierte T-
Zellen im Durchflusszytometer untersucht werden.

Der Anheftungsrezeptor DC-SIGN unterstiitzt die ktiten von MV und HIV sowie den
HIV-Transfer [20, 26, 149]. In Ubereinstimmung rhilv-VS akkumulierte DC-SIGN in der
MV-VS (Abb. 4-32A) [123]. Uber die genaue Funktieon DC-SIGN in der VS wird jedoch
noch spekuliert. DC-SIGN konnte durch die Interaktmit ICAM-3 auf der T-Zelle die VS
stabilisieren [82] und die produzierten Viruspagtiltauf der Oberflache innerhalb der VS
konzentrieren, um die Transmission zu verstarkersa#lich konnte DC-SIGN die HIV-VS
durch Signalaktivierung regulieren [123]. Durch déiale Bindung des HIV-Glykoproteins
Env an DC-SIGN werden die Rho GTPase Cdc42 un®ittieng von Membranextensionen
aktiviert [124]. Mdglicherweise induzieren die Goproteine des MVs durch die Bindung an
DC-SIGN die gleichen Signalwege, zuerst wahrendidesitts und spéter, wenn produzierte
Viruspartikel in den synaptischen Spalt freigesettden und erneut an DC-SIGN binden.
Die IS unterscheidet sich von der VS durch eineigemerkennung und die damit einherge-
hende Interaktion von pMHC-Molekilen und TCR sowler Polarisierung von CD3 im
cSMAC. Die IS ist Uber Stunden stabil, wahrend Kanjugatbildung in Abwesenheit der
Antigenerkennung zwischen einer HIV-infizierten uBiklzelle transient und kurzlebig ist
[101, 213]. Die Bindung von ICAM-1 an LFA-1 ist essiell fir die Ausbildung einer I#

vitro als auchin vivo und erhoht 100-fach die Sensitivitat der Antigkeenung durch T-
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Zellen [102, 214]. Die ICAM-1 / LFA-1 — Interaktiostabilisiert die HIV-VS und ermdglicht
den Virus-Transfer [215]. Ausgehend von der Bedegitder ICAM-1 / LFA-1 — Interaktion
fur die Stabilitat der HIV-VS, konnten diese Molékiauch die DC / T-Zell-Konjugate fur
den MV-Transfer stabilisieren. Eine mogliche Inkti@n von DC-SIGN und ICAM-3 kénnte
zusatzlich zur transienten Stabilitdt beitragenwhiteren Experimenten misste die funktio-
nale Bedeutung der ICAM-1 / LFA-1- sowie DC-SIGNC/AM-3-Interaktion auf die Konju-
gatstabilitdt und MV-Transmission entweder durchzs#iische Antikorper-Blockierung oder
RNA-Interferenz untersucht werden. Es ist nichtgasshlossen, dass bisher nicht beschrie-
bene Molekile die transienten Konjugate fur diensraissionszeit aufrechterhalten.

Die transiente Expression des Substanz P Rezg®BR) in Jurkat-Zellen steigerte die MV-
Infektionsraten [152], so dass eine Rolle von SIPRK&-Rezeptor, der das MV F-Protein
bindet, zu vermuten ist. SPR ist ein Transmembi@ejpr, welches auf Zellen des Immunsys-
tems, z.B. PBMCs und Lymphozyten, sowie des Nemsems, z.B. Mikroglia, exprimiert
wird [216]. Die Analyse der subzellularen Verteduergab, dass SPR in T-Zellen in der MV-
VS akkumulierte (Abb. 4-32B). SPR kdnnte den MV4Ethund die Zell-Zell-Transmission
an T-Zellen und Neuronen unterstitzen und so ditigeaRolle spielen [151]. Die Amino-
saurensequenzahnlichkeit der Substanz P (Phe-Bhev@l FIP (Z-D-Phe-L-Phe-Gly) und
dem N-terminalen hydrophoben MV F1-Fusionsdomame{f®a-Gly) lasst auf eine Interak-
tion des F-Proteins mit SPR schliel3en, die in eif@®hte Fusionsaktivitat resultiert [217].
Die Akkumulation von SPR in der MV-VS konnte deraiisfer von RNP-Komplexen durch
Mikrofusionen unterstitzen [151]. Es ist wichtig zunterstreichen, dass fur die MV-
Transmission nicht zwingend MV-Partikel bendtigtrden, sondern der Transfer von RNP-
Komplexen ausreichend ist, wie die MV-Transmissidrer den transsynaptischen Spalt in
Neuronen postuliert wird. Um diese Mdglichkeit deansmission zu untersuchen, mussten
Immuno-Elektronenmikroskopische Aufnahmen durchigdfiwerden, in denen der RNP-
Komplex durch Farbung des N-Proteins detektierdwidies ist notwendig, weil DCs auch
einfache Membranvesikel (Exosomen) abgeben [21i8] MV morphologisch sehr ahnlich
sind.

Die Mitglieder der Tetraspaninfamilie assoziieratetal miteinander und bilden tetraspanin-
reiche Mikrodoménen (TEMs) [136], die unter ander@mOrt der HIV-Freisetzung dienen
[139]. AuRerdem wurde CD8L1 als EintrittsrezeptorHigpatitis C Virus detektiert [219, 220].
CD81-Lokalisationsstudien in APC / T-Zell-I1S zeigielass CD81 in der T-Zelle und in der
APC im cSMAC akkumulierte [221]. In Ubereinstimmumit HIV relokalisierte CD81 in die
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MV-VS, die zwischen einer MV-DC und praaktiviert&€rZelle gebildet wurde (Abb. 4-33A)
[119]. Um die Bedeutung der Umverteilung zu ana&sesn, wurde ein Transmissionsexperi-
ment durchgefuhrt. Die CD81-Blockierung durch sfisane Antikorper reduzierte die Fre-
quenz CD3/GFFP T-Zellen um 25% (Abb. 4-33B). Die Publikationerie dlie funktionelle
Bedeutung von CD81 wahrend der HIV-Transmissiorersuichten, sind widersprichlich.
Die shRNA vermittelte Herunterregulierung der Exgsien von CD81, nicht jedoch von CD9
oder CD63, auf HIV-produzierenden Zellen verstatia Zell-Zell-Transmission von HIV
[107]. Andererseits reduziert die CD81-Hemmung nialr die VS-Ausbildung, sondern be-
reits die Konjugatbildung [105]. Ob die Polykonjtigédung oder die Ausbildung der MV-
VS durch die Blockierung von CD81 beeintrachtigtrwauss untersucht werden. Wabhr-
scheinlich ist die Reduktion der Transmission kaersgionsabhangig, so dass eine Erhdhung
der eingesetzten CD81-Antikdrperkonzentration sidekere Reduktion der Transmission zur
Folge héatte. Zusatzlich kénnte die Bedeutung voBLDzw. der Tetraspanine im Allgemei-
nen auf der T-Zelle untersucht werden. Infolge Tetell-Aktivierung wird CD81 heraufre-
guliert [222]. CD81 formt Komplexe mit den Oberfi@nproteinen CD4, CD8 [223}1-
Integrinen und mit Signalproteinen wie z.B. Prokéiase C und Phosphatidylinositol-4-
Kinase [224, 225] und konnte dadurch die Bildung @ignalkomplexen férdern und stabili-
sieren [226]. Um die Funktion von CD81 auf der Ti&Zaevahrend der MV-Transmission zu
untersuchen, konnten funktionelle Transmissiongaseat praaktivierten T-Zellen durchge-
fuhrt werden, die zuvor mit CD81-spezifischen Aftier prainkubiert wurden oder auf de-
nen CD81 nach Transfektion von siRNA spezifisctuhtrreguliert wurde.

Die Polarisierung von F-Aktin in der T-Zelle istdsutend fur die HIV Env-induzierte Um-
verteilung von CD4, CXCR4 und LFA-1 in der HIV-V3(3] sowie fur die Akkumulation
von CD150 in MV-VS (Abb. 4-30). Die Bindung von Hi&Znv an CD4 aktiviert Moesin des
Ezrin / Radixin / Moesin (ERM)-Komplexes, der diedRekrutierung von CD4 und CXCR4
fordert [153]. Aktive ERM-Komplexe koppeln Transmigran- und zytoplasmatische Protei-
ne an F-Aktin und begiinstigen deren Membranrekuuig [144]. Moesin und pERM akku-
mulierten in der MV-VS, jedoch assoziierte pERM tieber mit der Kontaktflache als Mo-
esin. Frihere Experimente mit dem MV-Vakzinestanaigten bereits einen Zusammenhang
zwischen Moesin und der Suszeptibilitat fur MV, dévioesin assoziierte physisch mit CD46
[154, 155]. Daher kann man spekulieren, dass diaukilation von Moesin eine funktionale
Bedeutung fur die Transmission hat und den Eirdatt MVs unterstiitzt. Die generelle Funk-
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tion von CD46 und die Regulation von Moesin in MMKlYypstamm-induzierten Polykonju-
gaten ist noch nicht analysiert worden.

Die Interaktion von MV-Glykoproteine mit T-Zelleneguliert kontaktabhangig T-Zell-
Signale. Die Aktivierung des Phosphatidyl-inosiekinase (PI3K/Akt-Kinase)-Signalweg
nach CD3/CD28 oder IL2-R-Ligation ist kurz nach NRéntakt inhibiert [22]. Damit einher-
gehend ist die T-Zell-Aktivierung und die Aktindyni, insbesondere Adharenz und Polari-
sation, gestort [24, 227, 228]. Das MV-Signal fldusatzlich zur Aktivierung von ASM und
NSM und der Akkumulation von Ceramiden auf T-Zelléire im Einklang stehen mit der
beobachteten MV Signal-induzierten Inhibition dektAinase-Aktivierung, zur Dephospho-
rylierung von ERM-Proteinen, einer Aktivierung v&moA und einem Kollaps von aktinrei-
chen Mikrovilli in Abwesenheit von externen Stim[24, 25]. Die Akkumulation von pERM
in der MV-VS konnte bedeuten, dass das inhibitbes8ignal bis zur Ausbildung der VS
erloschen ist. Zu Beginn der Konjugatbildung kénads MV-Signal, das die Dephosphory-
lierung des pERM begleitet, von der Cofilin-Aktivigng induziert, moglicherweise die Aus-
bildung von Kontaktflachen durch Reorganisation ¥dtin begunstigen.

Zusammenfassend zeigte diese Arbeit, dass die Mwsmission hauptsachlich durch die
Bildung von Kontaktflachen, entsprechend den besbbnen virologischen Synapsen, an
denen virale Proteine akkumulierten und an die @Dd&inabh&ngig polarisierte, und selte-
ner Uber aktinreiche Filopodien erfolgte. Die kogpee Ausbildung einer organisierten
Kontaktflache (MV-VS) fur die MV-Transmission isesonders bedeutend im Hinblick auf
die limitierte Fahigkeit der Virusproduktion von BCAuRRer den viralen Proteinen und dem
MV-Eintrittsrezeptor CD150 akkumulierten Molekile der MV-induzierten VS, die Virus-
Transmission und den MV-Eintritt fordern, z.B. dudie Stabilisierung der VS oder die Re-
organisation des Aktinzytoskeletts, und damit dassteérn des Eintrittsrezeptors an der Kon-
taktflache unterstiitzen (Abb. 5-1).
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Virologische DC-T-Zell-Synapse (MV)

A
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Abb. 5-1: Schematische Darstellung der hypothetisem MV-induzierten Virologischen Synapse.(A)
Simplifizierte Darstellung der MV-DC / T-Zell-Synap (modifizierte Abbildung aus Lehmann et al., 2011
Viruses), (B) Aufbau der MV-VS (modifizierte Abbilthg von Jolly and Sattentau, 2004, Traffic). Edtsol
jedoch beachtet werden, dass anstelle von Virugpartauch RNP-Komplexe durch Mikrofusion transéeti
werden kdnnten, die in dieser Abb. nicht dargestaiirden.
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6 Zusammenfassung

Dendritische Zellen (DCs) sind Antigen-prasentieeeZellen, die Pathogene erkennen und
nach erfolgreicher Reifung spezifische adaptive imitét induzieren. Die Infektion unreifer
DCs durch Masernviren (MV) erfolgt CD150-abhangigd DC-SIGN-unterstitzt. Infizierte
DCs vermitteln wahrscheinlich den MV-Transport v&taspirationstrakt in sekundare lym-
phatische Gewebe, wo die MV-spezifische Immunitid die generalisierte Immunsuppressi-
on initiiert werden sowie die MV-Transmission arZéHen stattfinden kann, die wesentlich
fur die Dissemination des Virus ist.

Die MV-Infektion von iDCs initiierte deren Ausreifig begleitet von der moderaten Hochre-
gulierung der CD150-Oberflachenexpression. Die Akulation viraler Proteine als auch die
Freisetzung viraler Partikel waren in DCs im Vergiezu Virus-produzierenden B-Zelllinie
B95a beeintrachtigt. Diese Arbeit verglich die seih#ére Verteilung der viralen Proteine in
DCs und B95a-Zellen. In DC wiesen Matrix (M)-Prokeieine prominente Assoziation mit
den Komponenten des Ribonukleoprotein (RNP)-Komgdeauf. Die ausgepragte Relokali-
sierung des Tetraspanins CD81 zu Phospho (P)-Rsiitanpartimenten und die Inhibition
der rdumliche Interaktion der untersuchten Tetnasgawaren spezifisch fir B95a-Zellen.
Weder in B95a-Zellen noch fur DC konnte fir MV einus-containing compartmerft/CC)
detektiert werden, das fur HIV-1 zuvor beschriebemnde.

Um den zellularen Transport des M-Proteins in iafien, lebenden DCs untersuchen zu
kénnen, wurde das Protein carboxyterminal mit degtracystein (TC)-Tag fusioniert. Das
M-TC Fusionsprotein zeigte alle untersuchten bimiclgen Eigenschaften des Wildtyp-
Proteins beziglich seiner subzellularen Verteiludey, Assoziation mit DRMs sowie der Ge-
nerierung und Freisetzung verrus-like particles(VPLSs). Innerhalb des Viruskontextes in-
terferierte der TC-Tag allerdings stark mit derdgireplikation bzw. Freisetzung.

Durch die Verminderung der Partikelproduktion in ©Gvird eine spezielle MV-
Transmissionsstruktur fir die effiziente Ubertraguan T-Zellen benétigt. Die MV-
Transmission an autologe T-Zellen basierte vorvndgauf Infektion von DCsc(s-Infektion)
und weniger auf DC-SIGN-gebundenen VirdgiisInfektion). Die Interaktion zwischen
dem MV-Glykoprotein H mit seinem Rezeptor CD150 wachtig fir die Transmission. Die
Transmission von MV erfolgte hauptsachlich durok Bildung von Kontaktflachen, entspre-
chend den beschriebenen virologischen Synapsenyinate Proteine akkumulierten und
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CD150 aktinabhangig rekrutiert wurde, und selteérar aktinreiche Filopodien. Die HIV-VS
Markerproteine ICAM-1, aktiviertes LFA-1, CD81, D&IGN und der phosphorylierte Ezrin /
Radixin / Moesin (ERM)-Proteinkomplex polarisierteur MV-VS. Moesin und der Substanz
P Rezeptor (SPR), die Prozesse des MV-Eintritts dde Aufnahme unterstitzen, akkumu-
lierten ebenfalls in den Transmissionsstrukturamsainmengefasst zeigte diese Arbeit, dass
die gebildete Plattform fir MV-Transmission (MV-V8)chtige Gemeinsamkeiten mit der
HIV-VS teilt. In der MV-VS akkumulierten Proteindie Aktindynamiken regulieren, die die
Konjugatstabilitat verstarken und die die Membraidn unterstiitzen, die einen effizienten

Eintritt des MV in T-Zellen ermdglichen.
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7  Summary

Dendritic cells (DCs) are antigen-presenting c6BCs) that recognise pathogens and upon
maturation induce specific adaptive immunity. MeasVirus (MV) infects human immature
DCs in a CD150- and DC-SIGN-dependent manner. lete®Cs possibly mediate MV
transport from the respiratory tract to secondgmphatics where induction of MV-specific
immunity, generalized immunosuppression and MV dnaigsion to T lymphocytes occurs,
which is essential for viral dissemination.

MV infection of DCs was accompanied by DC matumatend moderate upregulation of
CD150 surface display. The accumulation of viraltpins and the release of infectious parti-
cles were restricted in DCs as compared to the Mddyrcing B cell line B95a. This work
compared subcellular distribution of viral proteinsDCs in B95a cells. The association of
the matrix (M) protein with components of the ribcfeoprotein (RNP) complex was more
prominent in DCs. The distinctive redistribution©@D81 to P protein compartments as well
as the inhibition of spatial tetraspanin interactieas confined to B95a cells. A virus contain-
ing compartment (VCC) as described for HIV-1 eanli@s neither detectable for MV in DCs
nor in B95a cells.

To monitor intracellular trafficking ofle novosynthesised M protein in infected DCs, a tetra-
cysteine (TC)-tag was fused to the c-terminus efithprotein. The M-TC fusion protein did
not differ from the unmodified protein with regaia all biological properties examined such
as intracellular distribution, DRM association dadnation and release of virus like particles
(VPLs). In the context of virus infection, the tatfongly interfered with virus replication
and/or release.

Because MV production is restricted in DCs, thesguire an organized structure for virus
transmission to T cells. MV transmission to autolag) T cells mainly relied on the DC infec-
tion (referred to asis-infection) while MV trapping by DC-SIGN and subseqt transmis-
sion (referred to aransinfection) played a minor role. Transmission essdlg involved
interaction between the viral glycoprotein H with ieceptor CD150. In addition to rare asso-
ciation with actin rich filopodial structures, virproteins accumulated at DC/T cell contact
interfaces consistent with that of the virologisghapse (VS) to which also CD150 was re-
cruited in an actin dependent manner. The HIV V$keraproteins ICAM-1, activated LFA-
1, CD81, DC-SIGN and phosphorylated ezrin / radixnoesin (ERM) protein complex also
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redistributed towards the MV VS. Moesin and substaR receptor which were implicated in
assisting in MV entry earlier, also accumulatedh@ transmission structure. Taking together,
this work showed that the forming platforms for M&nsmission (MV VS) shares similari-
ties with the HIV VS where proteins accumulate thmety regulate actin dynamics, enhance
conjugate stability and facilitate membrane fusa@nrequired for efficient entry of MV into

target T cells.
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