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1. Einleitung

1.1 Das Masernvirus

1.1.1 Epidemiologie

Das Masernvirus (MV) ist ein hochkontagidses Virus, dessen einziges Reservoir der
Mensch ist. Es stellt weltweit ein Gesundheitsrisiko dar. Trotz eines zur Verfiigung
stehenden Impfstoffes, dessen Implementierung die Sterblichkeitsraten von 2000 auf
2018 um 72 % senken konnte, zdhlen Maserninfektionen auch heute noch zu den
haufigsten Todesursachen vor allem bei Kindern unter 5 Jahren. Dabei ist die Mehrheit
der Todesfélle in Landern mit niedrigem Einkommen und schlechter Infrastruktur zu
verzeichnen (Patel et al. 2019). 2012 formulierte die WHO das Ziel, eine
Masernelimination in 5 der 6 WHO-Regionen bis 2020 zu erreichen. 2018 stieg die
Maserninzidenz jedoch auf das hochste Niveau seit 2011. Die Masern-assoziierte
Mortalitdt nahm zu, alleine in der européischen Region verloren 4 Lénder ihren
Eliminationsstatus und die Ukraine zahlte zu den 5 L&ndern mit der hochsten Inzidenz
weltweit (Zimmerman et al. 2019). Im Mai 2019 stufte die WHO die Situation daher als
regionalen Notfall ein (WHO/EURO 2019). Auch in Deutschland kommt es in
unregelmaBigen Abstanden zu Masernausbriichen, eine fir den Kollektivschutz
notwendige Durchimpfungsrate von 95 % konnte bisher nicht erzielt werden. Bei
stagnierender Impfquote und anhaltend endemischem Status wurde im November 2019
vom Bundestag das Masernschutzgesetz mit Impfpflicht nach STIKO-Empfehlungen
beschlossen (Die Bundesregierung der Bundesrepublik Deutschland 2019). Fiir eine
Reduktion von Inzidenz, Morbiditat und Mortalitét bis hin zur weltweiten Eradikation
besteht weiterhin die Notwendigkeit eines besseren Verstdndnisses von Pathogenese

und Transmission der Erkrankung.



1.1.2 Klinik

Eine MV-Infektion ist in nahezu 100 % klinisch manifest. Nach einer Inkubationszeit
von 10-12 Tagen setzt das Kkatarrhalische Prodromalstadium ein, welches mit
unspezifischen Symptomen wie Fieber, Husten, Rhinitis und Konjunktivitis einhergeht.
In dieser Phase sind an der bukkalen Mukosa sogenannte Koplik-Flecken erkennbar,
welche ein pathognomonisches Charakteristikum der MV-Infektion darstellen (Koplik
1896). 14 Tage nach Infektion entwickelt sich ein makulopapuléses Exanthem,
beginnend retroaurikuldr mit Ausbreitung Uber den gesamten Korper. Es bleibt
6 - 10 Tage bestehen. Bereits 5 Tage vor bis 4 Tage nach Auftreten des Exanthems sind
die Betroffenen kontagiés. Im Rahmen der Erkrankung kommt es zu einer
Immunsuppression (siehe Abschnitt 1.1.6), die die Entstehung sekundérer Infektionen
und damit verbundene Komplikationen wie Ulzerationen, Otitis media, Bronchitis und
Pneumonie begunstigt. Aufgrund mangelnder Hygiene, unzureichender Erndhrung und
durftiger medizinischer Versorgung sind hiervon vor allem Patientinnen und Patienten
in Entwicklungslandern betroffen. Dort sind Uberwiegend opportunistische Infektionen
fir die persistierenden hohen Morbiditdts- und Mortalitatsraten verantwortlich.
Groltenteils mindet ein unkomplizierter Verlauf in der Eliminierung des Virus mit

lebenslang bestehender Immunitét.

Bei besonders schweren Verldufen wird die Entwicklung sogenannter Hecht’sche
Riesenzellpneumonien oder Enzephalitiden beobachtet. Es sind drei unterschiedliche
MV-induzierte Enzephalitiden bekannt. Die para- bzw. postinfektiose Enzephalitis
(PIE) mit einer Haufigkeit von 1:1000 beruht auf autoimmunologischen Prozessen und
verlauft in 15% letal. Residualschdden des ZNS in Form von psychotischen
Personlichkeitsverdnderungen, Epilepsie und Hemi- oder Paraplegien treten in
20 % - 40 % der Falle auf. Uberwiegend bei Immunsupprimierten kann durch die
Persistenz des Virus eine subakute Einschlusskdrperchen-Enzephalitis (MIBE) wenige
Monate nach Infektion entstehen. Selten (1:10 000) wird nach 5-10Jahren die
subakute sklerosierende Panenzephalitis (SSPE) als Spatkomplikation beobachtet.
Beide letzteren Verlaufsformen sind zu fast 100 % letal. (Henke-Gendo 2012; Buchanan

und Bonthius 2012). Eine antivirale Therapie ist bisher nicht etabliert.



1.1.3 Taxonomie, Morphologie und Struktur

Das MV gehoért zur Ordnung der Mononegavirales, deren Genome einzelstréangige,
nicht-segmentierte RNAs von negativer Polaritat sind. Hierzu werden vier Familien
gezahlt: Borna-, Rhabdo-, Filo- und Paramyxoviridae. Das MV wird in der Familie der
Paramyxoviridae der Unterfamilie Paramyxovirinae zugeordnet und bildet mit vier
weiteren, nicht humanpathogenen Viren die Gattung der Morbilliviren, die durch das

Fehlen der Neuraminidase-Aktivitat charakterisiert ist.

Das MV ist ein Partikel von 120 nm - 200 nm Gro6Re. Dabei umhdillt eine Lipidschicht
aus der Wirtsmembran einen Ribonukleoproteinkomplex, welcher sich aus viralen
Strukturproteinen und viralem Genom zusammensetzt. Das virale Genom kodiert fur 6
Strukturproteine (Hamagglutininprotein, Fusionsprotein, Matrixprotein, Nukleokapsid-

protein, Phosphoprotein und L-Protein), und die nicht-strukturellen V- und C-Proteine.

Letztere (bernehmen vor allem regulatorische Aufgaben bei Replikation und
Transkription (Escoffier et al. 1999; Patterson et al. 2000; Tober et al. 1998) und spielen
als Virulenzfaktoren bei der Suppression der zellularen Immunantwort eine Rolle
(Palosaari et al. 2003; Shaffer et al. 2003; Pfaller et al. 2014). Die Translation beider
Proteine erfolgt an derselben mMRNA wie die Translation des Phosphoproteins (P). Dies
wird durch Verwendung eines alternativen Leserasters (C-Protein) bzw. lilber mRNA-
Editierung (V-Protein), also dem ko-transkriptionellen Einfugen zusatzlicher
Nukleotide, ermdglicht (Bellini et al. 1985; Devaux und Cattaneo 2004).

H protein

Nucleocapsid O
(RNA genome + N proteins) %—

F protein

RNA pol S > /0
i g 4
Morbillivirus

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines MV Partikels. Mit Genehmigung aus (Sato et al. 2012)
unter CC BY-NC 3.0 (https://creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0/legalcode.de).



Das P-Protein ist Ko- und Regulationsfaktor der viralen Polymerase (L-Protein) (Ray
und Fujinami 1987; Horikami et al. 1994). Diese beiden Proteine bilden mit dem
Nukleokapsidprotein (N-Protein) und dem Genom einen stabilen
Ribonukleoproteinkomplex. der Gber das Matrixprotein (M-Protein) in Verbindung zur
Lipidhdlle steht. Daneben unterstutzt das M-Protein die Freisetzung viraler Partikel
(Naim et al. 2000; Rota et al. 1994; Salditt et al. 2010) und hat einen hemmenden
Einfluss auf die Transkription des Virus (Suryanarayana et al. 1994) und der Wirtszelle
(Yu et al. 2016).

Die Glykoproteine Hamagglutinin (H-Protein) und Fusionsprotein (F-Protein) sind
integrale Bestandteile der Lipidhtlle. Das H-Protein liegt dabei als Tetramer vor (Sato
et al. 1995) und kann an verschiedene zellulare Rezeptoren binden (Bieback et al. 2002;
Zhang et al. 2013). Das F-Protein wird zundchst als Vorlaufer Fo synthetisiert, im
Golgi-Apparat proteolytisch zu F1 und F2 gespalten und tber die Fi-Untereinheit in der
Membran verankert (Sato et al. 1988). Gemeinsam bilden die beiden Glykoproteine
einen funktionellen Komplex, der den Eintritt des Virus in die Wirtszelle ermdglicht.
Die fusogene Aktivitat ist dabei abhangig von ihrer dynamischen Interaktion und der
Regulation durch das M-Protein (Wild et al. 1991; Cathomen et al. 1998; Plemper et al.
2002).

1.1.4 Replikationszyklus

Der initiale Schritt einer MV-Infektion ist die Bindung des H-Proteins an einen
zelluldaren Rezeptor mit nachfolgender F-Protein-vermittelten Membranfusion. Als
Eintrittsrezeptoren dienen drei unterschiedliche Molekile. Komplementbindungsfaktor
CD46, der auf kernhaltigen Zellen vorhanden ist, kann in vitro von MV-Impfstdmmen,
jedoch nicht von Wildtypisolaten genutzt werden (Dorig et al. 1993; Naniche et al.
1993). In vivo und in vitro ist das auf aktivierten T- und B-Zellen, Makrophagen und
ausgereiften dendritischen Zellen (mDCs) exprimierte CD150 Eintrittsrezeptor fur
Impf- und Wildtypstdamme (Tatsuo et al. 2000; Vries et al. 2010) und begriindet den
Lymphotropismus des MV. Mit dem auf der basolateralen Membran von Epithelzellen,
Keratinozyten ~ und  Endothelzellen  exprimierten  Nectin-4  wurde  der
MV-Eintrittsrezeptor flr diese nicht-hd&matopoetischen Zellen identifiziert (Muhlebach
et al. 2011; Noyce et al. 2011; Abdullah et al. 2013). Der virale Glykproteinkomplex



interagiert zusatzlich mit Pattern Recognition Receptors (PRRs) auf professionellen
Antigen-présentierenden Zellen (TLR-2 oder DC-SIGN), die daruber Aufnahme,
Verbreitung und Pathogenitidt des MV modulieren (Bieback et al. 2002; Witte et al.
2006).

Direkt nach Freisetzung des MV ins Zytoplasma der Wirtszelle werden zunachst virale
MRNAs transkribiert. Das Genom beinhaltet 6 kodierende Sequenzen, die von
nicht-kodierenden intergenischen Elemente (IGS) flankiert sind, welche wiederum
Termination, Polyadenylierung und Re-Initiierung der Transkripte regulieren (Bellini et
al. 1994). 5’- und 3’-terminal sind weitere nicht-kodierenden Regionen (NCR)
lokalisiert, die Promotor und Enkapsidierungssignale enthalten (Crowley et al. 1988;
Parks et al. 2001). Nach Bindung der viralen RNA-abh&ngigen RNA-Polymerase an die
Promotorregion im nicht-kodierenden 3‘-Abschnitt erfolgt die Transkription des ersten
Gens. Bei Erreichen der Regulationssignale der darauffolgenden intergenischen
Sequenz wird die gebildete mRNA iiber Polyadenylierung und 5°-Capping modifiziert
und die Transkription am néchsten Initiationspunkt fortgefuhrt. Auf dieselbe Weise
werden auch die nachfolgenden Gene transkribiert. Dabei kann es zur Abldsung der
Polymerase kommen, was im Laufe der Transkription zur Entstehung eines Gradienten
der gebildeten mRNAs fuhrt (Cattaneo et al. 1987). Durch die Anordnung der
Gensequenzen kommt es zu hohen Konzentrationen an N-Protein und zu niedrigen an

L-Protein.

3I*NCR IG3E IG3 I3 IG3E IG3 S HCR

E——

Abbildung 2: Darstellung des MV Genoms. Der rote Balken stellt das Konzentrationsgefélle der
MRNA, sowie der Proteinprodukte dar. Dabei wird das N-Gen am h&ufigsten exprimiert, wahrend das L-
Protein am Ende des Gefalles steht.




Die Replikation des viralen Genoms erfordert die Transkription durch den
Polymerasekomplex unter Uberlesen der intergenischen Sequenzen mit Bildung eines
vollstandigen, positivstrangigen Antigenoms, das dann als Matrize fiir negativstrangige
RNA-Genome dient (Banerjee 1987).

Nach Zusammensetzen des Ribonukleoproteinkomplexes wird dieser zur
Plasmamembran transportiert, wo die Partikel durch die Interaktion von M-, F- und
H-Protein umgeben von Wirtsmembran freigesetzt werden (Vincent et al. 2000).

1.1.5 Dissemination und Transmission

Die Virusaufnahme erfolgt vorwiegend uUber den Respirationstrakt, wobei auch
alternative Routen Uber die Konjunktiva mdglich sind (Papp 1956). Fehlende
Eintrittsrezeptoren (CD150, Nectin-4) an ihrer apikalen Oberfliche machen
Epithelzellen als primére Zielzellen unwahrscheinlich, vielmehr vermittelt der
Eintrittsrezeptor CD150 auf CD1lc-positiven Zellen die Aufnahme in DCs oder
alveolare Makrophagen (Swart et al. 2007; Lemon et al. 2011). Mit Hilfe des afferenten
lymphatischen Transports gelangt das Virus in drainierende Lymphknoten und in
Mukosa-assoziiertes lymphatisches Gewebe des Respirationstraktes (BALT), wo
Replikation und Weitergabe des MV stattfinden (Vries et al. 2010; Mesman et al. 2012).
Die systemische Dissemination des MV erfolgt im retikulohistiozytdren System tber
Lymphe und Blut. Zielorgane sind Leber, Niere, Haut und Atemwege (McChesney et
al. 1997; Ludlow et al. 2015). Bei der Infektion weiterer Zellen sind sowohl CD150, als
auch Nectin-4 von Bedeutung (Frenzke et al. 2013; Ludlow et al. 2015).

Der horizontalen Transmission des MV liegt die Infektion respiratorischer Epithelzellen
zugrunde. Basolateral werden uber Nectin-4 virale Partikel aufgenommen und apikal in
den Mukus des Respirationstraktes abgegeben (Ludlow et al. 2013). Durch die
Partikelausscheidung und Aerosolbildung kann die Ubertragung des Virus auf weitere
Personen erfolgen (Jong und Winkler 1964; Bloch et al. 1985).

1.1.6 Induzierte Immunantwort

Eine MV-Infektion fihrt Uber komplexe Immunsysteminteraktionen neben der

Ausbildung einer starken spezifischen Immunantwort mit Viruselimination und



folgender lebenslanger Immunitét auch zur prolongierten Immunsuppression, die durch
opportunistische Infektionen entscheidend zur hohen Morbiditdt und Mortalitat der
Erkrankung beitragt (Griffin 1995; Mina et al. 2015).

Die Virulenzfaktoren C- und V-Protein des Masernvirus verhindern initial eine
unspezifische Immunantwort, sodass es nicht zur Interferon-abhédngigen Hemmung
viraler Replikation kommt. Es entstent eine Latenzphase mit ausgepragter
Dissemination des Virus. Verschiedene proinflammatorische Zyto- und Chemokine wie
IL-6, IL-1Bp oder IL-18 sind nachweisbar (Griffin 2016). Fir eine erfolgreiche
Viruselimination ist die zellulare Immunantwort wesentlich (Burnet 1968). Klinisch
zeigt sich mit deren Einsetzen das T-Zell-abhdngige typische Masernexanthem. In
diesem Stadium sind im Plasma erhthte Werte an 16slichem CD4 und CD8, sowie an
IL-2-Rezeptor und p2-Mikroglobulin detektierbar (Griffin et al. 1989).

Im spéateren Verlauf, nach Abklingen des Exanthems, ist vermehrt IL-4, IL-10 und
IL-13, zuvor insbesondere IFN-y und IL-2 nachweisbar (Griffin et al. 1990; Griffin und
Ward 1993; Moss et al. 2002). Das Zytokinprofil in Verbindung mit ansteigenden
Titern an MV-spezifischen Antikorpern bildet damit den Wechsel von einer Thil- zu
einer Th2-Antwort ab (Griffin 2010). In experimentell infizierten nicht-humanen
Primaten nimmt auch die Anzahl an Th17-Zellen zu (Nelson et al. 2017). Im zeitlichen
Zusammenhang steht die Persistenz von MV-RNA (ber Wochen bis Monate nach
Elimination infektioser Viruspartikel (Riddell et al. 2007; Lin et al. 2012). Sie wird als
wesentlicher Faktor fur die Entwicklung von Spatkomplikationen, lebenslanger

Immunitat und prolongierter Immunsuppression diskutiert (Griffin 2016).

Eine MV-induzierte Immunsuppression wurde bereits 1908 durch Pirquet aufgrund der
ausbleibenden Antwort auf Tuberkulin bei MV-infizierten Patienten beschrieben
(Pirquet 1908). Die Tuberkulinreaktion stellt eine Hypersensitivitatsreaktion vom
Spattyp (Typ IV) dar, weshalb eine Beeintrachtigung zellulér-vermittelter Prozesse
naheliegt. Die zugrunde liegenden Mechanismen sind noch nicht vollstandig
verstanden, qualitative sowie quantitative Immunmodulationen koénnen beobachtet
werden. So zeigen in vitro MV-exponierte T-Zellen eine verénderte
Zytoskelettdynamik, welche zu einer gestérten Ausbildung von Lamellipodien und

Filopodien, sowie zu einer verminderten Adhérenz an Fibronektin fuhrt (Muller et al.



2006; Gassert et al. 2009). Die Proliferation peripherer Lymphozyten in Antwort auf
Mitogene nimmt bei MV-Kontakt ab, wobei die Zellen in der G1-Phase ihres Zellzyklus
verbleiben (Avota et al. 2001; Schneider-Schaulies und Dittmer 2006). In vivo besteht
in der akuten Phase der Infektion eine generelle Lymphopenie (Okada et al. 2000), im
Verlauf wird diese durch die Expansion MV-spezifischer Lymphozyten maskiert. Wie
in experimentell infizierten nicht-humanen Primaten und in vitro beobachtet, betrifft die
Zelldepletion vorwiegend CD150-positive Gedéchtnis-, Plasma- und Th17-Zellen
(Vries et al. 2012; Vries und Swart 2014; Laksono et al. 2018). Damit ist eine
Beeintrachtigung des immunologischen Gedéachtnisses mit folgender Anfélligkeit fur
Sekundarinfektionen erklarbar. Gestltzt wird diese Hypothese auf Beobachtungen zu
Veranderungen der Diversitdt von naiven und Gedéchtnis-B-Zellen nach

Masernerkrankung bei Kindern (Petrova et al. 2019).

1.2 Dendritische Zellen

Dendritische Zellen (DCs) verbinden als Antigen-préasentierende Zellen angeborene und
adaptive Immunitat. Sie konnen sowohl eine Immunabwehr einleiten als auch an der
Immuntoleranz gegentber korpereigenen und harmlosen Fremdantigenen mitwirken
(Banchereau und Steinman 1998; Stockwin et al. 2000; Steinman 2007). Erstmals
wurden DCs 1973 von Ralph Steinmann als neuer Zelltyp in Mé&usen beschrieben.
Morphologisch identifizierte er diese anhand ihres unregelmaBigen Zellkdrpers mit

langen verzweigten Fortsdtzen (Steinman und Cohn 1973).

1.2.1 Ontogenese, DC-Subtypen und Generierung in vitro

DCs stellen eine sehr heterogene Zellpopulation dar, deren Lokalisation und Funktion
maBgeblich vom Entwicklungsstatus und weniger vom ontogenetischen Subtyp

bestimmt werden.

DCs werden gemeinsam mit Monozyten und Makrophagen dem mononukleér-
phagozytaren System zugeordnet. Trotz zahlreicher funktioneller und morphologischer
Gemeinsamkeiten, konnen DCs immunhistochemisch von Makrophagen und
Monozyten differenziert werden (Geissmann et al. 2010; Naik et al. 2013). Alle



humanen DCs exprimieren MHC-1I (HLA-DR), jedoch keine typischen
Zelllinienmarker wie CD3 (T-Zellen), CD19/20 (B-Zellen), CD56 (NK-Zellen), CD14
(Monozyten) und CD15 (Granulozyten). Sie entstammen der hamatopoetischen
Stammzelllinie des Knochenmarks, zu ihrer Differenzierung tragen vor allem die
Wachstumsfaktoren Flt-3-Ligand, M-CSF und GM-CSF bei (Caux et al. 1992,
Pulendran et al. 2001). Myeloide DCs entwickeln sich aus Vorlauferzellen der
myeloiden Reihe und exprimieren eine typische Kombination von Oberflachenproteinen
(CD1a, CD11lc, CD13, CD33, CD11b). Sie konnen weiterhin in CD1c-positive oder
CD141-positive DCs mit jeweils charakteristischer Genexpression unterteilt werden.
Plasmazytoiden DCs kodnnen sowohl myeloide als auch lymphoide Vorlauferzellen
zugeordnet werden. Funktionell kennzeichnet diese die massive Ausschittung von
Typ-I-Interferon (IFN) in Antwort auf virale Infektionen (Cella et al. 1999; Siegal et al.
1999). Andere Subtypen mit funktioneller Spezialisierung wie TNF-a- und iNOS-
produzierende DCs (Tip-DC) sowie myeloide Suppressorzellen (MDSC) sind
beschrieben. Immunhistochemisch kénnen auRerdem CD14-positive DCs abgegrenzt
werden, die ebenso wie inflammatorische DCs mdglicherweise aus Monozyten
entstehen (Collin et al. 2013; Segura et al. 2013). Ein hoch spezialisierter DC-Subtyp
sind die bereits 1868 von Paul Langerhans beschriebenen Langerhans-Zellen (LCs)
(Schuler et al. 1985; Streilein und Grammer 1989).

Unabhangig ihrer Ontogenese unterscheiden sich DCs anhand ihrer Lokalisation. Im
Blut finden sich sowohl myeloide als auch plasmazytoide DCs, in nicht-lymphatischem
Gewebe wie der Haut oder dem Intestinaltrakt vorwiegend hoch motile myeloide DCs,
die das Gewebe kontinuierlich nach Antigenen absuchen. Aus entzindlichem Gewebe
gelangen migratorische DCs in lymphatische Organe. Dort lokalisieren neben

migratorischen auch residente DCs (Segura et al. 2012; Solano-Galvez et al. 2018).

In vitro Experimente basieren zumeist auf DCs, die aus humanen Monozyten durch die
Zugabe von GM-CSF und IL-4 generiert werden (Sallusto und Lanzavecchia 1994,
Romani et al. 1994). Diese DCs weisen morphologische und funktionelle
Gemeinsamkeiten mit DCs in vivo auf, sind jedoch weniger heterogen und kdnnen am
ehesten mit unreifen myeloiden DCs aus inflammatorischer Umgebung verglichen
werden (Merad et al. 2013; Sallusto und Lanzavecchia 1994; Segura et al. 2013).



1.2.2 Entwicklungsstadien dendritischer Zellen

Die Funktion und die Lokalisation von DCs werden maligeblich Uber ihren
Entwicklungsstatus bestimmt. In Geweben hoher Antigendichte wie der Haut oder dem
Intestinaltrakt patrouillieren unreife DCs (iDCs) kontinuierlich. Zur Antigenerkennung
tragen neben Fc-Rezeptoren (Fanger et al. 1996) insbesondere Pattern-Recognition-
Rezeptoren (PRR) bei. DCs exprimieren ein breites Spektrum an PRRs, darunter sowohl
membranstandige Toll-like-Rezeptoren (TLRs), Scavenger-Rezeptoren, C-Typ-Lektin-
Rezeptoren wie DC-SIGN, als auch intrazellulare NOD-like-Rezeptoren (NLRS)
(Gordon 2002; Peiser et al. 2002; Benko et al. 2008). Antigene werden mittels
Makropinozytose, Phagozytose oder Rezeptor-vermittelter Endozytose aufgenommen
und prozessiert (Nobes und Marsh 2000; Lim und Gleeson 2011). Antigenerkennung
und -aufnahme, aber auch pro-inflammatorische Zytokine induzieren einen
Reifungsprozess  Antigen-aufnehmender  iDCs  zu  Antigen-prozessierenden
und -prasentierenden DCs (mDCs) (Jonuleit et al. 1997; Aiba und Tagami 1998;
Hartmann et al. 1999). Diese migrieren in sekundare lymphatische Gewebe, wo sie mit
T-Zellen immunologische Synapsen ausbilden konnen. Dabei interagiert der
T-Zell-Rezeptor (TCR) mit spezifischen MHC-Komplexen, was gemeinsam mit
weiteren Signalen T-Zellen aktiviert. Endogene Antigene bei Virus- oder intrazellularer
Bakterieninfektion werden Uber MHC-1 von CDB8-positiven T-Zellen, extrazelluldre
Antigene klassischerweise tber MHC-11 von CD4-positiven T-Zellen erkannt. Letztere
differenzieren nachfolgend zu Subtypen wie Thl-, Th2- oder Th17-Zellen. Alternativ
kdénnen im Rahmen einer Kreuzprasentation extrazelluldre Antigene tber MHC-I1 eine
Immunantwort mit CD8-positiven T-Zellen induzieren (Patente et al. 2018; Solano-
Gélvez et al. 2018). Neben DCs wirken auch B-Zellen, Makrophagen und Monozyten
als professionelle Antigen-prasentierende Zellen (APZs). DCs sind in dieser
Eigenschaft jedoch einzigartig, da sie Antigene bereits im nanomolaren Bereich
erkennen, in besonderem Mal3e zur Kreuzprasentation fahig sind (Jung et al. 2002) und
sowohl mit naiven T-Zellen als auch mit Effektorzellen interagieren, was flr die
Einleitung der priméaren und der sekundaren Immunantwort eine wesentliche Bedeutung
hat (Abdul K. Abbas 2015).
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Phénotypisch &uRert sich die Ausreifung in einer erhohten Oberflachenexpression von
MHC-Il  (HLA-DR), ko-stimulatorischer Molekile (CD40, CD80, CD86),
Chemokinrezeptoren (CXCR-4) und Adhésionsmolekiile (Integrine, L-Selektin) (Caux
et al. 1994; Cella et al. 1997; Sallusto et al. 1998; Hartmann et al. 1999). Gleichzeitig
werden pro-inflammatorische Zytokine wie IL-6, IL-8 und IL-12 verstarkt produziert
und die Endozytosekapazitét reduziert (Cella et al. 1996; Verhasselt et al. 1997).

DCs sind essenziell fur den Erhalt einer Immunbalance und wirken an zentraler und
peripherer Immuntoleranz mit. Sie beeinflussen die negative Selektion von T-Zellen im
Thymus, inaktivieren periphere T-Zellen wund induzieren die Entwicklung
regulatorischer T-Zellen (Steinman 2003; Patente et al. 2018). Die Fahigkeit
Immuntoleranz zu vermitteln wird wesentlich vom Entwicklungsstadium bestimmt
(Lutz und Schuler 2002; Manicassamy und Pulendran 2011).

1.2.3 Rolle dendritischer Zellen bei Maserninfektion

In ihrer beschriebenen Funktion agieren DCs als Induktoren der MV-spezifischen
Immunantwort.  Gleichzeitig wird angenommen, dass sie wesentlich zur
Virusdissemination in  Frih- und Spatstadien, sowie zur MV-induzierten

Immunsuppression beitragen.

Die Ubertragung des MV erfolgt aerogen. Aufgrund ihrer Lokalisation im
respiratorischen Epithel und der Expression des Eintrittsrezeptors CD150 sind DCs
neben alveolaren Makrophagen primare Zielzellen des Virus (Swart et al. 2007; Lemon
et al. 2011). Durch eine vorherige Bindung des MV an den C-Typ-Lektin-Rezeptor DC-
SIGN kann dessen Aufnahme gesteigert werden. Dabei fiihrt die MV-Bindung tber die
Aktivierung von sauren Sphingomyelinasen zum vertikalen Transport von CD150 an
die Zelloberflache (Avota et al. 2011).

MV-infizierte DCs weisen hinsichtlich ihres Phéanotyps Ahnlichkeiten zu LPS-
ausgereiften DCs auf. Sie exprimieren verstarkt MHC-Il, CD40 und CD86, sowie
weitere Ausreifungsmarker (Schnorr et al. 1997; Klagge et al. 2000; Servet-Delprat et
al. 2000). Bei der Expression von Chemokinen und Chemokinrezeptoren zeigen sich
dahingegen signifikante Unterschiede. Wahrend sie gleichermallen Chemokine wie
CCL-1, CCL-2, CCL-5 und CCL-19 produzieren, scheint die vermehrte Synthese von
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CCL-4 und CCL-18 MV-spezifisch zu sein. Fur mDCs ist ein Wechsel des
Chemokinrezeptorprofils von CCR-5 zu CCR-7 wesentlich, um die direktionale
Migration in Antwort auf CCR-7 bindende Chemokine wie CCL-19 und CCL-21 zu
sekundaren lymphatischen Organen zu gewahrleisten (Caux et al. 2002). Bei MV-
infizierten DCs konnte dieser Wechsel nicht nachgewiesen werden und die Chemotaxis
war im Gegensatz zu LPS-ausgereiften DCs generell beeintrachtigt (Abt et al. 2009).

Durch den MV-Transport in sekundédre lymphatische Organe tragen DCs zur
systemischen Dissemination bei. In vitro zeigen DCs trotz hoher Suszeptibilitat und
massiver Expression viraler Strukturproteine nur eine eingeschrénkte Fahigkeit zur
Bildung infektioser Partikel. Neben der Infektion weiterer Zellen tber de novo
produzierte Viruspartikel (cis-Infektion) wird daher die Weitergabe von DC-SIGN-
gebundenem Virus an T-Zellen (trans-Infektion) angenommen (Witte et al. 2008). Mit
der Infektion weiterer Immunzellen tragen DCs zur akuten Lymphopenie wie auch zur
prolongierten Immunsuppression nach MV-Infektion bei (sh. Abschnitt 1.1.6). Auch
gibt es Hinweise auf eine beeintrachtigte Fahigkeit MV-infizierter DCs zur Induktion
einer spezifischen Immunantwort. In vitro zeigten sich Konjugate zwischen MV-
infizierten DCs und T-Zellen mehrheitlich instabil und trugen wenig zur T-Zell-
Stimulation bei (Muller et al. 2006; Shishkova et al. 2007).

Die horizontale Transmission in spaten Infektionsstadien erfolgt Uber die apikale
Abgabe infektioser MV-Partikel aus respiratorischen Epithelzellen. VVoraussetzung ist
dabei deren basolaterale Infektion. In vitro konnte gezeigt werden, dass auch hier DCs

als erfolgreiche Virusubertrager fungieren (Singh et al. 2016; Derakhshani et al. 2019).

1.3 Sphingosin-1-Phosphat

Sphingosin-1-Phosphat (S1P) ist ein bioaktiver Sphingolipidmetabolit. Sphingolipide
bilden eine &uRerst diverse und komplexe Lipidgruppe, die sich tiber den Aminoalkohol
Sphingosin als molekulares Grundgerist definiert. Neben ihrer strukturellen Funktion
als Bestandteil der Plasmamembran sind einzelne Vertreter an (patho)physiologischen
Prozessen wesentlich beteiligt. Fir S1P wurde dies erst 1990 etwa 100 Jahre nach

Entdeckung der Sphingolipide mit der Beschreibung von S1P-vermittelter Freisetzung

12



von intrazelluldrem Calcium festgestellt (Thudichum 1884; Ghosh et al. 1990; Zhang et
al. 1991). S1P wird seitdem intensiv beforscht, wodurch heute eine Vielfalt an

intra- und extrazelluldaren Wirkungen bekannt ist (Spiegel und Milstien 2011).

1.3.1 Metabolismus und Verteilung

S1P steht Uber enzymatische Reaktionen mit anderen Vertretern des Sphingolipid-
metabolismus im Gleichgewicht (Abb. 3). Sphingosin resultiert aus der Spaltung von
Ceramid mittels Ceramidasen. Ceramid wiederum kann sowohl de novo aus Serin und
Acyl-Koenzym A, als auch tber den Abbau Sphingomyelins, komplexer Sphingolipide
oder aus Sphingosin entstehen.

Sphingolipide sind wichtige Bestandteile der Plasmamembran und koénnen (ber den
Aufbau von Lipiddomanen Endo- und Exozytose, Signaltransduktion sowie
intrazellularen vesikuldren Transport regulieren (Hannun und Obeid 2008; Shakor et al.
2011; Yuyama et al. 2012).

Die Sphingomyelin-Hydrolyse ist als definierender Faktor der vorhandenen S1P-Menge
und der S1P-vermittelten Wirkung beschrieben (Osawa et al. 2013). Sie wird von
Sphingomyelinasen durchgefihrt, die anhand ihres pH-Optimums in 3 verschiedene
Typen unterteilt werden: saure (ASM; pH 5,5), neutrale (NSM; pH 7,4) und alkalische
Sphingomyelinasen (pH9). In Antwort auf zelluldren Stress, ausgelOst durch
UV-Exposition, Infektionen oder inflammatorische Zytokine, werden einzelne Subtypen
der ASM und NSM aktiviert (Nikolova-Karakashian et al. 2008; Simonis und Schubert-
Unkmeir 2018).

Zur Synthese von S1P wird Sphingosin mittels zweier Sphingosinkinasen
phosphoryliert. Diese weisen Unterschiede in Lokalisation und Funktion auf (Maceyka
et al. 2005). Die Sphingosinkinase 2 (SphK2) ist vorwiegend in der unmittelbaren
Umgebung des Nukleus oder anderen Zellkompartimenten zu finden. Die
Sphingosinkinase 1 (SphK1) ist zytosolisch lokalisiert, wird signalabhdngig an die
Plasmamembran transloziert und teilweise sezerniert (Ancellin et al. 2002). Die SphK1
kann Uber eine Vielzahl an Faktoren aktiviert werden, darunter neben
Wachstumsfaktoren wie HGF oder VEGF (Shu et al. 2002; Duan et al. 2004) auch
TNF-0 und LPS (Pettus et al. 2003; Fischer et al. 2011). Abhéngig vom jeweiligen
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Stimulus kann die SphK1 phosphoryliert oder transloziert werden oder mit
Phospholipiden interagieren. Der Abbau von S1P kann reversibel (durch Lipidphosphat-
Phosphohydrolasen (LPP) bzw. spezifischen S1P-Phophatasen (SPP)) oder irreversibel
(durch S1P-Lyase (SPL) zu Phosphoethanolamin und Hexadekanal) sein (Abb. 3). Mit

Ausnahme der LPPs agieren die abbauenden Enzyme ausschlie3lich intrazelluldr.

Glykosphingolipide /

de novo
Sphingomyelinase Ceramidase SphK1/SphK2
Sphingomyelin > Ceramid > Sphingosin > S1P
< < <
Sphingomyelin- Ceramid- SPL/LPP
synthase sytnhase

SPL

Phosphoethanolamin

+ Hexadekanal

Abbildung 3: Sphingolipidmetabolismus. S1P entsteht aus der Phosphorylierung von Sphingosin
mittels SphK und wird zu Phosphoethanolamin und Hexadekanal abgebaut. Sphingosin wird enzymatisch
aus Ceramid hergestellt, welches durch den Abbau komplexer Glykosphingolipide, Sphingomyelins, aus
Sphingosin oder de novo entsteht.

Obwohl die Enzyme des S1P-Metabolismus und damit auch S1P selbst ubiquitar sind,
variieren die jeweiligen Konzentrationen Kompartiment-abhéngig. So wurden im Blut
S1P-Konzentrationen bis in den mikromolaren Bereich detektiert (Ruwisch et al. 2001),
wahrend die S1P-Konzentration in den Lymphbahnen abnimmt und im Gewebe nur
noch im nanomolaren Bereich liegt (Schwab et al. 2005; Lee et al. 2007; Pappu et al.
2007; Hla et al. 2008). Dieser Gradient wird durch die unterschiedliche
Produktionskapazitat der Zellen bedingt. Durch Knock-Out-Tiermodelle wurden

Erythrozyten als Hauptquelle von S1P im Plasma identifiziert (Pappu et al. 2007).
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Aufgrund fehlender Expression degradierender Enzyme (SPL, SPP) kann gebildetes
und auch aus der Umgebung aufgenommenes S1P in Erythrozyten akkumulieren (lto et
al. 2007; Hanel et al. 2007). Auf dieselbe Weise kann sich auch in Thrombozyten eine
auffallend groBe Menge an S1P ansammeln. S1P wird von diesen nicht konstitutiv,
sondern wéhrend der Gerinnung sezerniert wird (Yatomi et al. 1997; Ono et al. 2013;
Jonnalagadda et al. 2014). Im Blut bindet S1P aufgrund seiner geringen Loslichkeit in
wassrigen Medien an Plasmaproteine wie HDL oder Albumin (Yatomi et al. 2000;
Murata et al. 2000). Beim Aufbau lokaler S1P-Gradienten sind Endothelzellen
entscheidend (Mendoza et al. 2012; Fukuhara et al. 2012), weitere regulierende Zellen
werden jedoch insbesondere innerhalb lymphatischen und nicht-lymphatischen

Geweben diskutiert.

1.3.2  Wirkmechanismen

S1P reguliert als intra- und extrazelluldrer Botenstoff multiple zelluldre Prozesse wie
Proliferation, Angiogenese, Apoptose und Migration (Mizugishi et al. 2005; Simmons
und Ishii 2014; Nowatari et al. 2015). Im Jahr 1990 wurde aus Endothelzellen Edgl
(S1P1) kloniert, fur das 8 Jahre spater S1P als physiologischer Ligand identifiziert
wurde (Hla und Maciag 1990; Lee et al. 1998). Bisher sind 5 Rezeptoren fir S1P
(S1P15) bekannt. Sie sind membranstdndige G-Protein-gekoppelte Rezeptoren und
werden zelltypspezifisch exprimiert. Wé&hrend S1P1, S1P2 und S1P3 ubiquitér vorhanden
sind, wurde S1P4 bevorzugt in Lymphknoten, Milz, Thymus und Lunge, und S1Ps in
Gehirn, Haut, und Milz detektiert (Anliker und Chun 2004). Eine Aktivierung der
Rezeptoren initiiert (Uber Gi-, Gq- oder Gizns-Interaktion unterschiedliche
Signalkaskaden und anschlielend pleiotrope Effekte (Spiegel und Milstien 2003;
Sanchez und Hla 2004).
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Abbildung 4: Signaltransduktion der S1P-Rezeptoren. Mit Genehmigung aus (Sanchez und Hla
2004).

Als Chemokin induziert extrazelluldares S1P (ber S1P: zahlreiche Migrationsprozesse.
Vor allem auf Immunzellen wirkt S1P als chemotaktischer Stimulus, der die
Positionierung von Lymphozyten, Makrophagen, Neutrophilen, Mastzellen und DCs
sowohl unter homoostatischen als auch inflammatorischen Bedingungen beeinflusst
(Jolly et al. 2004; Schwab und Cyster 2007; Jenne et al. 2009; Rathinasamy et al. 2010).
S1P vermittelt nach Reifungsprozessen von B-Zellen im Knochenmark und T-Zellen im
Thymus deren Eintritt ins Blut. (Matloubian et al. 2004; Allende et al. 2010). Ebenso ist
es neben weiteren Chemokinen entscheidend fur die anschlielende kontinuierliche
Zirkulation naiver Lymphozyten zwischen sekundéren lymphatischen Organen und
Blutkreislauf. Hier erfolgt bei hoher S1P-Konzentration im Blutkreislauf eine
Internalisierung von S1Pi1, woraufhin chemotaktische Signale durch CCL-19, CCL-21
und CXCL-12 an Bedeutung gewinnen und den Eintritt in sekundare lymphatische
Organe vermitteln (Liu et al. 1999; Forster et al. 1999; Scimone et al. 2004). Dort wird
wiederum verstérkt S1P1 exprimiert mit folgendem Austritt ins Blut (Matloubian et al.
2004; Pham et al. 2008). Die Transitdauer im sekundéren lymphatischen Gewebe kann
durch die Modulation kompetitiver chemotaktischer Signale verlangert werden, was
unter inflammatorischen Bedingungen durch eine membrandre CD69-S1P:-Interaktion
mit folgender Internalisierung und Degradierung erfolgt (Bankovich et al. 2010;
Mackay et al. 2015).
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Abbildung 5: Regulation S1Pi-Expression (S1PR1) im Rahmen der T-Zell-Zirkulation. Im
Blutkreislauf wird bei hoher extrazellularer S1P-Konzentration S1P; internalisiert, der Eintritt von
T-Zellen ins lymphatische Gewebe uber CCL-19, CCL-21 und CXCL-12 reguliert. Dort erfolgt bei
niedriger extrazellularer S1P-Konzentration die Hochregulation von S1P; mit folgendem Austritt in den
Blutkreislauf. Dieser Hochregulation kann unter inflammatorischen Bedingungen CD69 entgegenwirken.

S1P2  vermittelt unterschiedliche  Migrationsbewegungen bei  Immunzellen:
chemotaktische fir intranodulare B-Zellen (Green et al. 2011) und repulsive fur
Makrophagen (Michaud et al. 2010). Auch bei Zellen auBerhalb des Immunsystems
vermitteln S1P-Rezeptoren chemotaktische Signale. Die Ausbildung von fokalen
Kontakten zur Migration von Endothelzellen wird S1P-abhéngig durch S1P: und S1P3
initiiert (Paik et al. 2001). Bei der Kardiogenese, Neurogenese und Angiogenese ist S1P
ein wichtiger chemotaktischer Stimulus (Kupperman et al. 2000; Mizugishi et al. 2005;
Gaengel et al. 2012). Neben diesen migrationsregulatorischen Eigenschaften kann S1P
die Degranulation von Mastzellen (Jolly et al. 2004), die Antigen-Aufnahme durch DCs
sowie deren Zytokinsynthese regulieren (Schroder et al. 2011; Japtok et al. 2012).
Zahlreiche der extrazellularen Effekte S1Ps werden Uber sogenanntes
Inside-Out-Signaling vermittelt, wobei intrazellular produziertes S1P sezerniert wird

und anschlieRend para- oder autokrin wirkt.
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Als intrazelluldrer Botenstoff realisiert S1P die Regulation des Calcium-Spiegels, der
Apoptose und der Proliferation. Hinsichtlich des zelluldren Uberlebens weisen die
Sphingosinkinasen diskrepante Eigenschaften auf, wobei SphK1 im Gegensatz zu
SphK2 einen wachstums- und proliferationsfordernden Effekt hat (Maceyka et al.
2005). Lange blieb unklar, wie S1P intrazelluldar Effekte evozieren kann. In den
vergangenen 10 Jahren wurden jedoch verschiedene Zielstrukturen identifiziert, die
unter anderem eine epigenetische Beeinflussung Uber Histondeacetylasen sowie die
Aktivierung des NF-kB-Signalweg nahelegen (Hait et al. 2009; Alvarez et al. 2010).

1.3.3 Pathogenetische Bedeutung

Eine Beteiligung von S1P ist fiir verschiedene pathologische Situationen beschrieben.
Gut untersucht ist beispielsweise der Einfluss S1Ps und der SphK1 auf neoplastische
Zellen, deren  Wachstumsverhalten,  Apoptoseresistenz,  Angiogenese und
Metastasierung in vitro und in vivo durch S1P gefdrdert werden (Pyne und Pyne 2010).
Die immunmodulatorischen Eigenschaften machen S1P als wesentlichen
pathogenetischen Faktor chronisch entzindlicher Erkrankungen wie rheumatoide
Anrthritis, Colitis ulcerosa oder Psoriasis wahrscheinlich (Bourgoin und Zhao 2010;
Pyne und Pyne 2013; Checa et al. 2015). Die S1P-Signaltransduktion eignet sich daher
auch als Zielstruktur zur Behandlung entziindlicher, autoimmunologischer und
allergischer Erkrankungen. Fingolimod (FTY720) wurde bereits 2010, Siponimod 2019
in ihrer Funktion als S1P-Antagonisten zur Behandlung der multiplen Sklerose
zugelassen (Cartier und Hla 2019). In Tiermodellen wurden fir weitere
S1P-Rezeptormodulatoren, fir  Sphingosinkinase-Inhibitoren  sowie fir den
monoklonalen Antikdrper Sphingomab therapeutische Effekte gezeigt (Visentin et al.
2006; Daniel et al. 2007; Nishiuma et al. 2008; Poti et al. 2013). Ein Inhibitor der
S1P-Lyase wird derzeit zur Therapie der rheumatoiden Arthritis in klinischen Studien
der Phase Il getestet (Bagdanoff et al. 2010).
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1.4 Bedeutung von Chemokinen fiir die Koordination von T-Zellen und
DCs

Chemokine stellen eine Untergruppe von Zytokinen mit bisher Gber 50 identifizierten
endogenen Liganden dar und werden Uber ihre Fahigkeit zur Induktion von Chemotaxis
definiert. Zur Signaltransduktion kommt es durch die Interaktion mit Chemokin-
rezeptoren, welche im allgemeinen Gi-Protein-gekoppelte Rezeptoren sind. Die
resultierende Chemotaxis initiiert und koordiniert die Positionierung von Immunzellen
unter physiologischen und pathologischen Bedingungen (Zlotnik und Yoshie 2012;
Bachelerie et al. 2014; Griffith et al. 2014).

Bei akuter Inflammation ist eine rdumliche Nahe zwischen T-Zellen und DCs am
Entziindungsfokus und in sekundéren lymphatischen Organen entscheidend. Im
entziindeten Gewebe wird der Eintritt von Lymphozyten durch inflammatorische
Chemokine wie CCL-2 oder CCL-3 gefordert, die neben Mastzellen, Makrophagen und
Granulozyten auch von DCs produziert und freigesetzt werden (Sallusto et al. 1999;
Marshall 2004; Piqueras et al. 2006; Khan et al. 2006; Gonzalo et al. 2007). Mit der
Ausreifung der DCs veréndert sich deren Chemokin- und Chemokinrezeptorprofil
(Sallusto et al. 1998). Dabei erfolgt unter anderem eine Induktion der Expression des
Rezeptors CCR-7, infolgedessen mDCs entlang eines Gradienten in drainierende
Lymphknoten gelangen (Caux et al. 2002; Tal et al. 2011). Auch fir T-Zellen
determiniert CCR-7 die Bewegungsrichtung, wodurch mDCs und T-Zellen in
T-Zell-Arealen akkumulieren (Baekkevold et al. 2001; Weber et al. 2013). Innerhalb
dieses Areals kann die Wahrscheinlichkeit einer Interaktion zwischen mDCs und
T-Zellen durch eine Regulation der Migrationsgeschwindigkeit von T-Zellen erhoht
werden. Dies ist angesichts der geringen Anzahl Antigen-spezifischer T-Zellen flr eine
schnelle Einleitung der Immunantwort bedeutsam. Chemokine, die darauf Einfluss
nehmen, sind CCL-19 und CCL-21 (Okada und Cyster 2007; Worbs et al. 2007).
CCL-19, nicht jedoch CCL-21 wird von mDCs produziert (Piqueras et al. 2006; Abt et
al. 2009). Es wurde beobachtet, dass die spezifische Deletion des zugehdrigen
Chemokinrezeptors CCR-7 sich negativ auf die intranodale T-Zellmotilitdt auswirkt,
jedoch nicht im selben AusmaB wie eine unspezifische Hemmung Gi-Protein-

gekoppelter Rezeptoren mittels Pertussis-Toxin (Okada und Cyster 2007). Daher
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werden fir die Interaktion zwischen DCs und T-Zellen im Rahmen der initialen
Immunantwort und der nachfolgenden Entwicklung zu Effektor- bzw. Gedachtniszellen
weitere Chemokine angenommen (Sallusto und Lanzavecchia 2000; Castellino et al.
2006; Hickman et al. 2011).

1.5 Zielsetzung

DCs sind in immunologische Prozesse unter homdostatischen und inflammatorischen
Bedingungen maligeblich involviert, und dabei sowohl in ihrer Antigen-aufnehmenden
als auch in ihrer Antigen-prasentierenden Rolle herausragend. Aufgrund ihrer zentralen
Bedeutung im Immunsystem stellen sie Zielzellen lymphotroper Erreger dar, fordern
deren weitere Dissemination und sind auf diese Weise an der Pathogenese der MV-
Infektion beteiligt. Vorherige Untersuchungen der Arbeitsgruppe zeigten, dass eine
MV-Interaktion mit DCs Sphingomyelinasen aktiviert und dies fiir den verstarkten
Eintritt des Virus in die DC von Bedeutung ist. Uber den nachfolgend durch MV
regulierten  Sphingolipidmetabolismus sowie dessen Konsequenzen fur die
S1P-Produktion und die DC-Aktivitat war nichts bekannt.

Der Fokus im ersten Teil der Arbeit lag daher auf quantitativen Erhebungen zum
S1P-Gehalt und S1P-Metabolismus in DCs verschiedener Entwicklungsstadien, sowie
deren Modulation durch MV. Aufgrund des Reaktionsgleichgewichts waren nicht nur
S1P selbst, sondern auch weitere Zwischenprodukte und enzymatische Reaktionen des
Sphingolipidmetabolismus von Interesse. Im zweiten Teil der Arbeit wurden
funktionelle Konsequenzen dieser S1P-Produktion untersucht, wobei die Frage nach
einem Beitrag als potentieller chemotaktischer Stimulus zur Interaktion zwischen DCs

und T-Zellen adressiert wurde.
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2. Material

2.1 Gerate

Brutschrank Heracell™

FACS Calibur - Durchflusszytometer
Fluorimeter Safire?
Gelelektrophoresekammer

Konfokales Laserscanning Mikroskop LSM 780
Lichtmikroskop Labovert FS
Mehrkanalpipetten
Neubauer-Z&hlkammer

PCR-Maschine PTC-200 Thermo Cycler
Photometer

Spannungsquelle

Sterilarbeitsbank

Vortex

Wasserbad

Zentrifuge Heracus™ Pico™

Zentrifuge Rotina 380R

21

Thermo Fisher Scientific
Becton Dickinson

Tecan

Institutswerkstatt

Zeiss

Leitz

Abimed

Hartenstein

MJ Research

Eppendorf

Pharmacia

Nuaire

GLW

GFL

Thermo Fisher Scientific

Hettich



2.2  Datenverarbeitungsprogramme

Cell Quest Pro
FlowJo

LSM Image Browser
ZEN

Image J

AIDA

Prism

2.3  Verbrauchsmaterialien

Einmalpipetten (5 ml, 10 ml)
FACS-Roéhrchen
Filterpipettenspitzen SurPhob SafeSeal®

Kryokonservierungsréhrchen

Becton Dickingson
Tree Star Inc

Carl Zeiss

Carl Zeiss

NIH

Raytest

GraphPad

Greiner bio-one
Becton Dickinson
Biozym

Greiner Bio One

MS Columns MACS Milteny Biotec

OctoMACS™ Separator MACS Milteny Biotec
MACS MultiStand MACS Milteny Biotec
Nylonwolle G. Kisker GbR
Pipettenspitzen Carl Roth GmbH
Corning® Transwell® Polycarbonatfilter Sigma-Aldrich

PVC-Schlauch Hartenstein
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u-Slide VI%# ibiTreat Ibidi

Spritzen (50 ml) Dispomed
UV-Kivette mikro Brand

Wasser (HPLC-Grade) AppliChem
Zellkulturflaschen (50 ml, 250 ml, 550 ml) Greiner bio-one
Zellkulturplatten (6-, 12-, 24-Well) Greiner bio-one
Zellkulturplatten schwarz (96-Well, non treated) Nunc
Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml) Greiner bio-one
2.4  Kits

First-Strand-cDNA-Synthesis-Kit Thermo Scientific
Pan Monocyte Isolation Kit MACS Milteny Biotec
Phusion High Fidelity PCR Kit Thermo Scientific

2.5 Reagenzien

Hier werden lediglich die verwendeten Reagenzien und deren Herkunft aufgelistet. Die
Losungen der Testsubstanzen sind in Abschnitt 2.6. beschrieben.

2.5.1 Primer

Die in Tabelle 1 genannten Primer wurden von Sigma-Aldrich bezogen.
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Tabelle 1: Sequenzen der verwendeten Primer.

Vorwarts-Primer 5¢ Ruckwarts-Primer 5¢

Produkt

CCCA CTC

Aktin  TGACCCAGATCATGTTTG ACTCCATGCCCAGGAAG 456 bp
AGA GA

SphK1 CTGGGACGCTCTGGTGGT CAAGGTGTGCATCTACCG 572bp
CAT GGC

SphK2 TGAACGGGCTCCTAGATC GACAGGATGGGCAGGGG 574 bp
GCC TTCT

SPL AGCTCACCAGGAAGATG CATTGCCCGCACATCCAC 554 bp

25.2 siRNA

Zur Transfektion der DCs wurde siRNA der Firma Sigma-Aldrich verwendet. Dabei

wurden sowohl Sequenzen selbst generiert, als auch eine Mission® esiRNA mit dem

Zielgen der SphK1 und eine universelle negative si-RNA-Kontrolle eingesetzt.

Tabelle 2: Sequenzen der generierten siRNAs.

_Semes _ _AntisemseS |
SphK1  GAGCUGCAAGGCCUUGCCC] GGGCAAGGCCUUGCAGCUC
dT][dT] 4T][dT]
SPhK2  CAGGAUUGCGCUCGCUUUC  AUGAAAGCGAGCGCAAUCC
AU[AT][dT] UG[AT][dT]

2.5.3 Antikorper

Anti-human CD14 APC-conjugated
Anti-human CD3 FITC-conjugated
Anti-human CD363 (S1P1) eFluor®-660-conjugated
Anti-human CD86 APC-conjugated

Anti-human HLA-DR FITC-conjugated
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ImmunoTools

eBioscience

ImmunoTools

ImmunoTools




Mouse 1gG1k control eFluor®-660-conjugated eBioscience

Mouse 1gG1 control APC-conjugated ImmunoTools

Mouse 1gG2a control FITC-conjugated ImmunoTools

Mouse 1gG1 control FITC-conjugated ImmunoTools

MV-N unconjugated Virolog. Institut Wirzburg
Anti-mouse 1gG Superclonal™ Alexa-Fluor®-488- Thermo Fisher Scientific
conjugated

2.5.4 Fluoreszierender Farbstoff

Carboxyfluorescein (5-, 6- ) diacetat (CFSE) Thermo Fisher Scientific

Propidiumiodid eBioscience

2.5.5 Zytokine und Chemokine

IL-1B MACS Miltenyi Biotec
IL-4 MACS Miltenyi Biotec
IL-6 MACS Miltenyi Biotec
Leukine® Sargramostim (GM-CSF) Immunex

PGE2 Cayman Chemical
SDF-1a Sigma-Aldrich

TNF-a MACS Miltenyi Biotec

2.5.6 Weitere Reagenzien

Agarose AppliChem
ATP (100 mM) Thermo Fisher Scientific
BSA Albumin Fraktion V (pH 7,0) AppliChem
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Counterbeads Calibrite™ unlabeled
DharmaFECT ™ Transfection Reagents
Ethanol

FBS

Fusionsinhibitorisches Peptid

(FIP: Z-D-Phe-Phe-Gly-OH)
GelRed™

GeneRuler™ DNA Ladders (100 bp)
Histopaque® - 1077

HMU-PC

LPS

RPMI 1640 Gibco™

SKI-11

TRIzol®

VPC 23019

X-Vivo™ 15 Medium

Becton Dickinson
GE Healthcare
Applichem
Biochrome

Bachem

Biotium

Thermo Fisher Scientific
Sigma Aldrich
Moscerdam
Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientific
Cayman Chemical

Lonza
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2.6  Puffer und L6sungen

2.6.1 Zellisolation und -kultivierung

Tabelle 3: Verwendete Ldsungen zur Isolation, Kultivierung und Quantifizierung von Zellen.

Puffer/Losung
ATV
(Medienkiiche des Instituts)

Inhaltsstoffe

136,9 mM NaCl

5,4 mM KCI

5,6 mM D(+)-Glucose
6,9 MM NaHCO3;
21,5 uM Trypsin

0,7 mM Versen

pH 7,4
Monozytenisolationspuffer 0,5 % (w/v) BSA

2 mM EDTA

ad PBS (pH 7,2)
PBS 1,4 M NaCl
(Medienkiche des Instituts) 26,8 mM KCI

71,9 mM Na;HPO4
14,7 mM KH,PO,

(Medienkiiche des Instituts)

Trypanblaulésung 0,25 % (w/v)
ad PBS
Versen 536,6 uM KC1

293,9 uM KH,PO4
805,9 uM NayHPO4
28,1 mM NaCl
136,9 uM Versen

2.6.2 Durchflusszytometrie

Tabelle 4: Verwendete Puffer und Losungen zur durchflusszytometrischen Analyse.

Puffer/Losung
FACS-Puffer

Inhaltsstoffe

0,5 % (w/v) BSA
0,02 % (w/v) NaN3;
ad PBS

Paraformaldehydlfsung

2 % (w/v) Paraformaldehyd
ad PBS

Saponin-Puffer

0,33 % (v/v)
ad FACS-Puffer
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2.6.3 RNA-Analytik

Tabelle 5: Verwendete Puffer und Lésungen zur RNA-Analytik.

Negative siRNA-Kontrolle 40 uM
ad Hzo

Primer 10 uM
ad Hzo

Reaktionsansatz der PCR 2 ul cDNA-Ldsung bzw. H,O
4 ul 5 x Phusion HF Puffer
0,4 ul dNTPs

1 ul Vorwartsprimer
1 pl Riickwértsprimer
0,6 ul DMSO
11 pl H.0
0,2 ul Phusion DNA-Polymerase
SIRNA 20 uM
ad H,O
TAE-Puffer 50x 2,0 M Tris (pH 8,0)
0,1 M EDTA
1,0 M Essigsaure
ad Hzo

2.6.4 ASM-/NSM-Assay

Tabelle 6: Verwendete Puffer und Lésungen zur Messung der Sphingomyelinasen-Aktivitét.

Puffer/Lésung Inhaltsstoffe
ASM HMU-PC-Lésung 1,35 mM HMU-PC

ad ASM Substratpuffer
ASM Lysis-Puffer ASM Substratpuffer
ASM Reaktionsansatz 10 pl Probe

10 pl ASM HMU-PC-L6sung
10 pl ASM Substratpuffer
1,3 ul EDTA (30 mM, pH 5,5)
ASM Substratpuffer 0,1 M Natriumacetat
0,2 % (w/v) Natriumtaurocholat
pH 5,2
NSM HMU-PC-Lésung 1,35 mM HMU-PC
ad NSM Substratpuffer
NSM Lysis-Puffer 20 mM Hepes
0,1 % Triton X-100
0,2 % Chaps
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1mM N6.3VO4
10 mM B-Glycerolphosphat
10 mM MgCl,
pH 7,4
NSM Reaktionsansatz 10 ul Probe
10 pul NSM HMU-PC-L6sung
10 ul NSM Resuspensionspuffer
2,2 pl ATP (100 mM, pH 7,3-7,5)
NSM Resuspensionspuffer 20 mM Hepes
2mM EDTA
10 mM MgCl;
5mMDTT
0,1 mM Natriummetavanadat
10 mM Glycerolphosphat
pH 7,4
NSM Substratpuffer 0,1 M Natriumacetat
pH 7,4
Stopp-Puffer 0,2 M Glycin
0,2 M NaOH
0,25 % TritonX
pH 10,7

2.6.5 Migrationsassays

Zur Herstellung des Migrationsmediums wurde RPMI 1640 mit 0,5 % (w/v) BSA

versetzt.

2.6.6 LOsungen weiterer Reagenzien

Tabelle 7: Auflistung der Reagenzien mit Losungsmittel.

FIP 250 mg (200 mM)

ad 2,5 ml DMSO
GM-CSF 500 pg

ad 27 ml RPMI 1640 (100 U / ul)
IL-1 10 ng

ad 1 ml RPMI 1640
IL-4 25 ug

ad 25 ml RPMI 1640
IL-6 10 ng

ad 1 ml RPMI
LPS 100 pg

ad 1 ml PBS
PGE: 1mg

ad 1 ml RPMI 1640
SDF-1a 10 ug
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0,1 % (w/v) BSA

ad 1 ml PBS
SKI-11 ad DMSO (10mM)
TNF-a 10 pg

ad 1 ml RPMI 1640
VPC 23019 1mg

ad 60 ul DMSO (50 mM)

2.7  Zellen und Viren

Die verwendeten Zelllinien (BJABs, B95a, Jurkat-T-Zellen) wurden von der
Arbeitsgruppe Schneider-Schaulies zur Verfligung gestellt. Die Isolation primarer
Zellen erfolgte aus Leukozytendepletionskammern, welche von der Abteilung fur
Transfusionsmedizin und Immunh&matologie der Universitat Wirzburg bereitgestellt
wurden. Dabei stimmten die Spenderinnen und Spender der Ethikvereinbarung der
Ethikkommission der Universitat Wirzburg zu (Zeichen 2015110501). Der verwendete
Wildtyp-Virus Fleckenstein (WTF) der Arbeitsgruppe Schneider-Schaulies wurde wie
in Abschnitt 3.2.1 hergestellt.
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3. Methoden

3.1  Gewinnung und Kultivierung von Zellen

Die Kultivierung aller Zellen erfolgte in Brutschrédnken bei 37 °C. Die Atmosphare war
wasserdampfgeséttigt und enthielt 5% CO2. Die verwendeten Medien wurden mit
Antibiotika (Penicillin/Streptomycin) versetzt und vor Verwendung im Wasserbad auf
37 °C erwarmt. Bei Hinzufligen von fetalem Kalberserum (FBS) wurde dieses zunachst
fir 1 h bei 56 °C hitzeinaktiviert. Das Arbeiten mit Zellkulturen erfolgte unter sterilen

Bedingungen.

3.1.1 Quantifizierung vitaler Zellen

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden Neubauerzéhlkammern genutzt. Um dabei tote
Zellen zu identifizieren, erfolgte vor Z&hlung eine Vitalitatsfarbung mit Trypanblau.
Dieser Farbstoff wird aufgrund der verletzten Integritat der Zellmembran von toten
Zellen aufgenommen. Vitale Zellen bleiben ungeférbt. Die zu zéhlende Zellsuspension
wurde 1:2 bis 1:10 mit Trypanblau verdinnt und anschlieBend in die
Neubauerzahlkammer gegeben. Mit Hilfe des Lichtmikroskops erfolgte die

Bestimmung der Zellzahl tGber die hier abgebildete Formel.

Zellzahl / ml =

Mittelwert der 4 GroRquadranten x Verdiinnungsfaktor x 10*

Formel 1: Berechnung der Anzahl vitaler Zellen.

3.1.2 Kultivierung von Suspensionszelllinien

Die humane B-Zelllinie BJAB sowie die humane Jurkat-T-Zelllinie wurden in
RPMI 1640 mit 10 % FBS kultiviert. Zum Erhalt einer Dichte von 4 x 10° Zellen / ml

wurden die Zellen regelmél3ig gesplittet. Dabei wurde die Zellsuspension zentrifugiert
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(5 min, 1200 rpm, RT), das Zellpellet in frischem Medium resuspendiert und mit der
bereits genannten Zelldichte in Kulturflaschen ausgesat.

3.1.3 Zellkultur adharenter Zelllinien

Die semiadhéarente Epstein-Barr-Virus-transformierte B-Zelllinie B95a wurde in RPMI
1640 mit 5 % FBS kultiviert. Bei Ausbildung eines konfluenten Zellrasens erfolgte das
Splitten der Zellen. Hierfiir wurden die Zellen mit ATV gewaschen und abgel6st. Fur

die weitere Kultur wurden sie verdunnt (1:5 - 1:10) in neue Zellkulturflaschen gegeben.

3.1.4 Isolierung mononukleérer Zellen des peripheren Bluts

Als mononukleére Zellen des peripheren Bluts (PBMCs) werden einkernige Leukozyten
wie Lymphozyten, Monozyten und Makrophagen zusammengefasst. Die Isolation
dieser Zellen erfolgte aus dem Blut gesunder Spenderinnen und Spender, woflr von der
Abteilung fiir Transfusionsmedizin und Immunhamatologie der Universitdt Wirzburg

sogenannte Leukozytendepletionsfilter bereitgestellt wurden.

Das Leukozytenkonzentrat dieser Filter wurde zunéchst 1:5 mit Versene verdiinnt und
dann auf Histopaque (9 ml Histopaque pro 25 ml verdinntem Blut) geschichtet. Die
anschliellende Dichtegradientzentrifugierung (30 min, 1200 rpm, RT) fiihrte zur
Auftrennung der zelluldren Bestandteile nach Dichte. Dabei entstand eine Interphase,
welche den PBMCs entsprach. Diese wurden in ein Rohrchen tberfihrt und dreimal mit
50 ml PBS gewaschen (5 min, 1200 rpm, RT). Die gewonnenen PBMCs wurden mit
einer Zelldichte von 5 x 10%/ ml in RPMI /10 % FBS eingesetzt und konnten nun fir

die Isolierung von Monozyten und T-Zellen verwendet werden.

3.1.5 Isolierung humaner Monozyten

Zur Trennung der Monozyten von den Ubrigen PBMCs standen 2 Methoden zur

Verfligung.

3.1.5.1 Negative Selektion tiber magnetische Antikorper

Diese Methode wurde zur Gewinnung von Proben fur die Lipidomic-Analysen genutzt.
Die Isolation erfolgte Uber das Pan Monocyte Isolation Kit. Dabei werden Nicht-
Monozyten beim Durchlaufen einer Sdule (MS Columns) uber magnetische Antikorper
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an der Saulenwand arretiert. Pro Saule wurden 1,5x 10" PBMCs eingesetzt. Das
Zellpellet wurde nach Zentrifugierung (5 min, 1200 rpm, RT) in 30 pl Isolationspuffer
resuspendiert und in ein Eppendorf-Reaktionsgefal berfihrt. Zur Verhinderung einer
unspezifischen Bindung der Antikorper an Fc-Rezeptoren wurden der Probe 10 pl FcR-
Blocker und anschlieBend 10 pl des Biotin-Antikdrper-Gemisches zugegeben. Nach
5 min Inkubation bei 2 - 8 °C erfolgte eine erneute Zugabe von 30 ul Isolationspuffer
und 20 pl Anti-Biotin-Microbeads. Die Probe wurde fir 10 min bei 2 - 8 °C inkubiert,
nach dem Eingeben von 1 ml Isolationspuffer zentrifugiert (1 min, 8000 rpm, RT) und
in 500 pl Isolationspuffer resuspendiert. Die negative Selektion der Monozyten erfolgte
im magnetischen Feld eines MACS-Separators. Vor und nach Eingabe der Probe wurde
die Séaule mit 500 pl Isolationspuffer gespult. Die in einem Eppendorf-Reaktionsgefal

aufgefangenen Zellen entsprachen der angereicherten Monozytenfraktion.

3.1.5.2 Isolation lber Plastikadharenz

Abgesehen von den Proben fur die Lipidomics-Analyse wurden die in dieser Arbeit
verwendeten Monozyten Uber ihre Fahigkeit zur Plastikadhdrenz angereichert. Hierzu
wurden pro Zellkulturflasche (550 ml) 25 ml der PBMC-Suspension liegend fur 2 h bei
37 °C inkubiert (Liegefliche: 175cm?). Die nicht-adhdrente Zellfraktion wurde
anschlieBend abgenommen und die adhdrente Zellfraktion dreimal mit PBS (37 °C)

abgespult. Diese Zellfraktion stellte die angereicherte Monozytenfraktion dar.

3.1.6  Generierung und Kultur dendritischer Zellen aus Monozyten in vitro

Humane DCs kodnnen in vitro tber die Zugabe der Differenzierungsfaktoren GM-CSF
und IL-4 aus Monozyten generiert werden. Zur Trennung der Monozyten von den
ubrigen PBMCs, standen die oben genannten Methoden zur Verfigung. Die so
gewonnenen Monozyten wurden zu einer Dichte von 6 x 10°/ ml in Zellkulturflaschen
eingesetzt. Als Medium diente RPMI/10% FBS, welches mit den
Differenzierungsfaktoren GM-CSF (500 U / ml) und IL-4 (250 U / ml) versetzt wurde.
Alle 2 Tage erfolgten die Uberprifung der Zelldichte und die Zugabe der
Differenzierungsfaktoren. Bei einer Dichte von weniger als 6 x 10°/ ml wurden die
Zellen zentrifugiert (5 min, 1200 rpm, RT) und mit einer Zellkonzentration von

6 x 10°/ ml erneut in das bereits genutzte Medium eingesetzt. Nach einer derartigen
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Kultur Gber 4 Tage wurde die Generierung von iDCs durchflusszytometrisch mit
Antikdrpern gegen verschiedene Oberflachenmolekile (CD14, CD86, HLA-DR)
Uberprift. Abbildung 6 stellt diese Methode graphisch dar.
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Abbildung 6: Generierung humaner dendritischer Zellen. Das Gate fiir Monozyten und DCs wird,
wie in 3.4.1 beschrieben, anhand der Granularitat und ZellgroBe gewéhlt. Wéhrend der 4 tagigen Kultur
in RPMI / 10 % FBS werden alle 2 Tage Differenzierungsfaktoren (rote Pfeile) zugeben (A). Die
Monozyten an Tag 1 exprimieren ihren typischen Oberflaichenmarker CD14 und sind fir HLA DR
negativ (B). Dahingegen verliert sich die Expression von CD14 nach 4 tagiger Kultur und die Zellen sind
positiv fir HLA DR, einem typischen Marker fiir DCs (C).
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3.1.7 Ausreifung dendritischer Zellen

Die Ausreifung dendritischer Zellen erfolgte anhand von 2 Protokollen. Protokoll 1 (P1)
basierte auf LPS (Endkonzentration: 100 ng / ml) als Ausreifungsinduktor, Protokoll 2
(P2) auf TNF-a (Endkonzentration: 10ng/ml) zusammen mit PGE2
(Endkonzentration: 1 pg/ml), IL-1B (Endkonzentration: 10ng/ml) und IL-6
(Endkonzentration: 10 ng/ml). In beiden Fallen wurden die Ausreifungsinduktoren
24 h vor Experiment der Zellkultur zugegeben. Die erfolgreiche Behandlung konnte

durchflusszytometrisch uberprift werden (Abb. 7).
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Abbildung 7: Durchflusszytometrische Charakterisierung ausgereifter dendritischer Zellen. Das
Zellgate fur DCs wird, wie in 3.4.1 beschrieben, Uber Granularitit und GroRe festgelegt. Die
Oberflachenmarker HLA-DR und CD86 werden von DCs exprimiert, wie dem Vergleich zum Isotyp
(hellgraue Linie) entnommen werden kann. HLA-DR wird von iDCs nur gering exprimiert, ebenso CD86
(dunkelgraue Linie). Nach Ausreifung werden beide Marker verstarkt exprimiert, wobei der Effekt bei
CD86 deutlicher ist (rote Linie).

3.1.8 Anreicherung und Kultur primérer T-Zellen

Die Anreicherung primérer T-Zellen erfolgte mittels negativer Selektion bei der Passage
von PBMCs uber Nylonwolle. Wéhrend T-Zellen mit sehr niedriger Affinitat an Nylon
binden, ist dies fur andere mononukledre Zellen nicht der Fall. Fur die Methode wurden
Saulen aus 50 ml Spritzen hergestellt, indem diese mit 2 g Nylonwolle gefullt,
autoklaviert und anschlielend an ihrem unteren Ende mit einem PVC-Schlauch
versehen wurden. Zum VerschlieBen des PVC-Schlauchs diente eine Metallklemme.
Vor der Verwendung wurde die S&ule mit 30 ml RPMI /5 % (37 °C) gespult, wobei mit
einer Pipette Luftblasen innerhalb der Nylonwolle entfernt wurden. AnschlieRend
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erfolgte eine Zugabe von RPMI /5% unter geschlossener Klemme. Nach diesen
Vorbereitungen wurden 1,5 x 108 PBMCs in 7 ml RPMI /5 % FBS aufgenommen und
auf die Saule gegeben. Daraufhin wurde nochmals Medium abgelassen, sodass sich die
Zellsuspension innerhalb der Nylonwolle befand. Zum Schutz vor Austrocknung
wurden weitere 5 ml RPMI /5 % FBS zugegeben und die Séule fiir 45 min bei 37 °C
inkubiert. Die verwendeten PBMCs entsprachen dabei der nicht-adhédrenten Fraktion
beim Isolationsvorgang von Monozyten. Beim anschlieRenden Offnen der Klemme
wurden von diesen PBMCs aufgrund ihrer geringen Affinitdt zu Nylon lediglich
T-Zellen in einem 50 ml-Réhrchen aufgefangen. Zur besseren Ausbeute wurde die
Saule mit 25 ml RPMI /5 % FBS nachgespult. Die Kultur der T-Zellen erfolgte mit
eginer Dichte von 5x10°/ml. Als Kulturmedium diente RPMI/10% FBS oder
serumfreies X-Vivo. Die erfolgreiche Anreicherung der T-Zellen konnte anhand von

CD3-Antikorpern durchflusszytometrisch gemessen werden (Abb. 8).
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Abbildung 8: Durchflusszytometrische Charakterisierung der T-Zellanreicherung. Aufgrund
unterschiedlicher Affinitdten werden PBMCs bei Passage tber Nylonwolle aufgetrennt und dabei
T-Zellen negativ selektioniert. Der Anteil an T-Zellen (CD3-positiv) erhéht sich von 64,7 % vor der
Passage (A) auf 89,4 % danach (B).
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3.2 Virologische Methoden

3.2.1 Herstellung von Virusstocks

Der in dieser Arbeit verwendete MV-Wildstammtyp WTF wurde mit Hilfe der
Suspensionszelllinie BJAB geziichtet. Fur die Prainfektion wurden zunachst 5 x 107
Zellen verwendet, die nach Zentrifugierung (5 min, 1200 rpm, RT) in 7 ml RPMI 1640
resuspendiert wurden. Es folgte die Infektion der BJABs mit einer MOI von 0,01 und
eine zweistundige Inkubation bei 37 °C. Zur besseren Virushindung wurde die
Suspension wahrend dieser Zeit mehrfach gewendet. Nach erneutem Zentrifugieren
(5 min, 1200 rpm, RT) wurde das Zellpellet in 50 ml RPMI / 10 % FBS aufgenommen
und bei 37 °C fur 2 - 3 Tage kultiviert. Der genaue Zeitraum hing vom Ausmal} des
zytopathischen Effekts (CPE) ab. Bei deutlichem CPE wurden jeweils 10 ml der
Zellsuspension der Prdinkfektion zu einer Zellkulturflasche (550 ml) mit BJABs
gegeben, welche anschlielend fur weitere 2-3 Tage bei 37 °C bis zur Ausbildung eines
CPE inkubierte. Nach dem Zentrifugieren (5 min, 1200 rpm, RT) wurden die infizierten
BJABs in je 1 ml PBS aufgenommen und Uber Nacht bei -20°C eingefroren.
Anschlielend erfolgte mit Hilfe eines Homogenisatorkolbens die mechanische
Zerstorung der aufgetauten Zellen. Um die ZelltrGmmer vom Virus abzutrennen, wurde
die Suspension dreimal zentrifugiert (15 min, 3000 rpm, 4 °C) und jeweils der
Uberstand abgenommen. Das gewonnene Virus im Uberstand wurde in Kryoréhrchen
aliquotiert und bei -80 °C eingefroren.

Auf dieselbe Weise wurde mit nicht-infizierten BJAB-Zellen verfahren. Der erhaltene
Uberstand wurde ebenfalls in Kryoréhrchen bei -80 °C eingefroren und diente als

Mock-Kontrolle bei Experimenten mit Virusinfektion.

3.2.2 Bestimmung des Virustiters

Die Bestimmung des Titers erfolgte Uber die 50 % Endpunkttitration TCIDso (tissue
culture infectious dose 50). Dabei wird die Verdinnungsstufe ermittelt, welche zur
Infektion von 50 % der behandelten Zellen ausreicht. Die Feststellung dieser
Verdlnnung erfolgte mittels B95a-Zellen, welche zunéachst in RPMI /5 % FBS in einer
96-Well-Platte ausgesat (5 x 10* Zellen / Napf) und tiber Nacht kultiviert wurden. Von
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der Viruspraparation wurde eine Virusverdiinnungsreihe von 10 - 10 in RPMI 1640
erstellt. Pro Verdunnungsstufe wurden je 100 ul zu 8 Napfen der B95a-Zellkultur
gegeben. Zur Kontrolle der Zellkultur wurden zusatzlich 8 Napfe mit Medium versetzt.
Nach einstiindiger Inkubation bei 37 °C wurde das virushaltige Medium abgesaugt und
durch 100 pul RPMI /5 % FBS ersetzt. Nach 3 Tagen erfolgte die lichtmikroskopische
Untersuchung auf einen CPE in den einzelnen Né&pfen. Die TCIDso wurde anschlief3end

uber die Formeln nach Spearman und Kérber berechnet (Formel 2, Formel 3).

log TCIDso=Xp=1+%d-d > p

Formel 2: Bestimmung der 50 % Endpunkttitration. Dabei ist Xp=1 der dekadische Logarithmus der
hdchsten Verdiinnungsstufe, bei welcher in allen 8 Népfen ein CPE detektierbar ist. d: dekadischer
Logarithmus des Verdiinnungsfaktors. p: Anteil an Napfen mit CPE pro Verdiinnungsstufe. ) p: Summe
aller p ab der Verdinnungsstufe xp,=1 und den p-Werten aller héheren Verdinnungen mit detektierbarem
CPE. Die Berechnung fuihrt zum dekadischen Logarithmus der Verdiinnungsstufe, bei der 50 % der Népfe
einen CPE aufweisen.

SE log TCIDso=~d?Y p(1-p)/(n-1)

Formel 3: Bestimmung des Standardfehlers der TCID50. Dabei erfolgte die Benennung der Variablen
analog zur Formel 2. d: dekadischer Logarithmus der Verdlnnungsstufe. p: Anteil an N&pfen mit CPE pro
Verdunnungsstufe. n: Anzahl der Népfe pro Verdiinnungsstufe.

3.2.3 Infektion humaner dendritischer Zellen

Die Infektion humaner DCs erfolgte mit einer MOI von 2 an Tag 4 ihrer Kultur. Hierflr
wurde die gewiinschte Zellzahl der Kultur entnommen, zentrifugiert, in ein kleines
Volumen in RPMI /10 % FBS aufgenommen und mit einer Viruspréaparation (MOI 2)
versetzt  (Endkonzentration: ca. 1,5 x 108 DCs/ ml).  AnschlieRend erfolgte eine
Inkubation von 2 h bei 37 °C, wahrend derer die Suspension zur besseren Virusbindung

mehrfach gewendet wurde. Die Zellen wurden dann zentrifugiert (5 min, 1200 rpm, RT)
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und mit einer Dichte von 6 x 10° in ihr altes Kulturmedium aufgenommen. Es erfolgte
die Zugabe von GM-CSF (500 U/ ml) und IL-4 (250 U/ ml). Danach wurde die
Zellkultur mit dem fusionsinhibierenden Peptid (FIP) versetzt
(Endkonzentration: 200 uM).

3.3  RNA-Analytik

3.3.1 Reverse-Transkription-Polymerase-Kettenreaktion

Die Quantifizierung von DNA mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ermdglicht die
Amplifizierung eines spezifischen DNA-Segments, des sogenannten Templates, und
dient somit dem Nachweis von DNA. Bei einer Reverse-Transkription-PCR (RT-PCR)
bildet die aus Zellen isolierte RNA die Grundlage der Analyse. Diese kann nach
Umschreiben in complementary DNA (cDNA) als Template der PCR fungieren. So
kdnnen semiquantitative Aussagen Uber den Expressionsstatus von Genen getroffen

werden.

Die RT-PCR wurde in der vorliegenden Arbeit genutzt, um Enzyme des
Sphingolipidmetabolismus auf eine Regulation auf RNA-Ebene zu untersuchen, sowie

um die erfolgreiche Transfektion von siRNA zu uberprufen.

3.3.1.1 Isolierung von RNA fiir die cDNA-Synthese
Die RNA-Isolierung aus DCs erfolgte Uber die Lyse der Zelle mit TRIzol-Reagent,
einer monophasischen Losung aus Phenol, Guanidinisothiozyanat und weiteren

Komponenten.

Pro Probe wurden 5 x 10° - 1 x 10° DCs am Tag 5 ihrer Kultur, 24 h nach Behandlung,
zentrifugiert (5 min, 1200 rpm, RT), in 1 ml TRIzol-Reagent resuspendiert und in ein
Eppendorf-Reaktionsgefal uberfiihrt. Nach Inkubation der homogenisierten TRIzol-
Proben (5 min, RT) wurden jeweils 200 ul Chloroform zugegeben, die Proben tber 15 s
geschittelt und erneut 3 min bei RT inkubiert. Es folgte das Zentrifugieren der Proben
(15 min, 13000 rpm, 4 °C), was zur Bildung einer unteren organischen Phase mit DNA
und Proteinen, einer Interphase und einer oberen wassrigen Phase mit RNA fihrte. Die

obere Phase wurde vorsichtig abgenommen und in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefald
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uberfuhrt, welches zuvor zur Erhéhung der RNA-Ausbeute mit Glykogen (10 ug)
versehen wurde. Die Prazipitation der RNA erfolgte mit Isopropanol (100 %), wovon
500 ul zur oberen Phase gegeben wurde. Nach Inkubation fir 10 min bei RT und
Zentrifugieren der Proben (10 min, 13000 rpm, 4 °C) war die RNA in Form eines
Pellets am Boden des GefaRes zu erkennen. Der Uberstand wurde abgenommen, die
Probe mit 1 ml Ethanol (75 %) gewaschen (5 min, 13000 rpm, 4 °C) und nach Abnahme
des Uberstands 5 min luftgetrocknet. Die gewonnene RNA wurde anschlieRend in 25 pl
Wasser (HPLC-Grade) resuspendiert und fir 10 min bei 55 °C inkubiert. Um die
Konzentration zu bestimmen, wurden von der wassrigen RNA-L6sung 2 pl zu 98 ul
Wasser (HPLC-Grade) gegeben und mit Hilfe eines Photometers bei 260 nm und

280 nm vermessen.

Zur Uberpriifung des Erfolgs einer siRNA-Transfektion wurde die ProbengréRe auf

4 x 10° DCs verringert.

3.3.1.2 Herstellung von cDNA

Die Synthese von cDNA erfolgt Uber die reverse Transkription. Dabei wird
einzelstrangige RNA lber eine RNA-abhangige DNA-Polymerase (Reverse
Transkriptase) in cDNA umgeschrieben. Hierfir wurde das First-Strand-cDNA-
Synthesis-Kit verwendet. Die verwendete Reverse Transkriptase war M-MuLV. Im
ersten Schritt wurde eine Mischung mit 11 ul Volumen hergestellt, welche sich aus
RNA, Wasser, Oligo(dT)1s- und Hexamer-Primern zusammensetzte. Das Volumen der
Primer war mit jeweils 1 ul konstant, wahrend von der RNA 2 ug eingesetzt wurden
und sich ihr Volumen somit (ber die zuvor festgestellte Konzentration definierte.
Wasser wurde bis zum Erreichen des Gesamtvolumens hinzugefiigt. Die nachfolgende
Inkubation fir 5 min bei 65 °C diente der Denaturierung der RNA und der Primer,
sodass im néchsten Schritt die Reverse Transkription initiiert werden konnte. Dafur
wurde der Losung 4 ul RT-Reaktionspuffer, 1 ul Ribonuklease-Inhibitor RiboLock
(entsprach 10 Einheiten), 2 ul Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs) und 2 pl
M-MuLV Reverse Transkriptase (entsprach 10 Einheiten) zugeflgt. Es folgten eine
Inkubation fiir 5 min bei RT und eine weitere fur 60 min bei 37 °C. In diesem Zeitraum

erfolgte die cONA-Synthese mittels enzymatischer Reverse Transkription.
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3.3.1.3 Semiquantitative Bestimmung der cDNA mittels PCR

Um nun eine Aussage Uber die Expression der gewahlten Gene in den DCs treffen zu
konnen, wurden spezifische DNA-Segmente mittels PCR amplifiziert. Die
Polymerasekettenreaktion besteht aus 3 Schritten: Denaturierung der doppelstrangigen
DNA, Anlagerung der Primer an die einzelstrangige DNA (Annealing) und Synthese
neuer DNA-Doppelstrange (Elongation). Die initiale Denaturierung der cDNA erfolgte
uber Erhitzen auf 98 °C fir 1 min, bei den darauffolgenden Zyklen dauerte dieser
Schritt 30 Sekunden. Die anschlieRende Abkihlung auf 60 °C (30 sek) ermdglichte die
Hybridisierung der Primer an die einzelstrangige DNA (Annealing) und bei 72 °C
(30 sec) fand die Synthese neuer DNA durch Polymerase-katalysierten Einbau der
Nukleotide statt. Diese 3 Schritte wurden 35-mal wiederholt, wodurch die Menge an
DNA exponentiell anstieg. AnschlieRend wurde die Reaktion tber eine Abkihlung auf
4 °C beendet. Die PCR erfolgte mit Hilfe des Phusion High-Fidelity PCR Kits, wobei
die gewonnene cDNA bzw. zum Ausschluss einer Verunreinigung in einem Ansatz
Wasser (HPLC-Grade) eingesetzt wurde. Tabelle 7 zeigt die Zusammensetzung des
Reaktionsansatzes. DMSO sollte dabei zur Unterstiitzung der DNA-Denaturierung
dienen. Die eingesetzte Polymerase zeichnet sich durch eine hohe Geschwindigkeit der
DNA-Synthese und eine sehr geringe Fehlerrate von 4,4x107 aus. Die
DNA-Gewinnung  erfolgte  bei  der  Untersuchung der Enzyme  des
Sphingolipidmetabolismus wie auch bei Uberpriifung der siRNA-Transfektion auf
diesselbe Weise. Allerdings wurden bei Uberpriifung der siRNA-Transfektion weitere
Ansdtze mit verdinnter wassriger cDNA-L6sung (1:2, 1:4) eingesetzt, was das

Vergleichen der Expression zwischen Kontrolle und siRNA-Behandlung erleichterte.

3.3.1.4 DNA-Auftrennung mittels Gelelektrophorese und Densitometrie

Eine Gelelektrophorese dient der Auftrennung geladener Molekile (z.B. DNA-
Fragmenten) in einem elektrischen Feld. In der vorliegenden Arbeit wurden Gele mit
2 % Agarose verwendet, welche mit GelRed versetzt wurde. GelRed ist ein in die DNA
interkalierender Farbstoff, der in UV-Licht fluoresziert. Je nach Grolie des Gels wurde
die entsprechende Menge Agarose in 35 ml bzw. 70 ml TAE-Puffer unter Erhitzen in
der Mikrowelle gelést und der Farbstoff GelRed (0,8 ul bzw. 1,5 pul) zugefiigt.
AnschlieBend wurde die Ldsung in eine vorbereitete Gelkammer mit eingelegtem

Kamm gegeben und innerhalb von 30 min polymerisierte sie bei RT. Die Taschen des
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erharteten Gels wurden mit einem Gemisch aus PCR-Produkt (2 ul) und 6 x Ladepuffer
(2 ul) beladen. AuRerdem wurden zur GrofRenbestimmung der DNA-Fragmente 3 pl
eines Markers mit definierten Fragmentgrolen von 100 bp aufgetragen. Die
Auftrennung erfolgte in einer mit TAE-Puffer befullten Kammer unter Anlegen eines
elektrischen Feldes bei 120 Volt fur 1h-2h. Die DNA-Fragmente wurden

anschlieRend unter UV-Licht sichtbar gemacht und mit einer Kamera aufgenommen.

Die aufgenommenen Bilder wurden semiquantitativ mittels Densitometrie mit der
AIDA Software ausgewertet (Raytest Isotopenmessgerdte GmbH, Straubenhardt,
Germany). Die optische Dichte der Banden wurde dabei nach Subtraktion des
Hintergrunds berechnet (Abb. 9) und auf die von B-Aktin bezogen. Die berechneten
Werte gaben die RNA-Expression der Enzyme in Bezug auf B-Aktin wieder. Diese

Indexwerte konnten zwischen verschieden behandelten DCs verglichen werden.
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Abbildung 9: Beispiel einer Aufnahme nach Gelelektrophorese. Am linken Rand ist der Marker
erkennbar. Die optische Dichte der definierten Késtchen wird ermittelt und anschlieend der Hintergrund
(H), welcher an der Wasserkontrolle gemessen wird, miteinberechnet. Die ersten 4 Proben stellen
Messungen der B-Aktin-Expression dar, auf welche die jeweiligen Enzymexpressionen bezogen werden.
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3.3.2 siRNA-Transfektion

Die RNA-Interferenz wird experimentell zur Aufklarung von Genfunktionen verwendet.
Dabei werden kinstliche small-interfering-RNA (siRNA) in die Zelle eingeschleust. In
der vorliegenden Arbeit diente dies zur Reduktion der SphK1 und der SphK2. Dabei
wurde zur siRNA-Einschleusung das Reagenz DharmaFECT genutzt, welches zunéchst
1:40 in 200 ul RPMI 1640 verdinnt wurde. Ebenso erfolgte die Losung von siRNA
oder Mission-esiRNA in 200 ul RPMI 1640 mit einer Konzentration von 2 uM (SiRNA)
bzw. 5ng/pul (Mission-esiRNA). Nach 5min Inkubation bei RT wurden die
2 Losungen im néchsten Schritt in ein gemeinsames 15-ml-Rohrchen tberfihrt und fur
20 min bei RT belassen. Zuletzt erfolgte die Zugabe von 600 ul RPMI 1640, sodass ein
Gesamtvolumen von 1 ml entstand. Mit diesem Transfektionsmedium konnte ein
Ansatz mit 4 x 10° DCs behandelt werden. Die DCs wurden zuvor zentrifugiert (5 min,
1200 rpm, RT), in 1 ml RPMI /20 % FBS resuspendiert und in einen Napf einer
12-Well-Platte gegeben. Das Transfektionsmedium wurde hinzugeflgt, wodurch
letztendlich eine Zelldichte von 2x10°/ml und eine siRNA-Konzentration von
200 nM bzw. eine Mission-esiRNA-Konzentration von 0,5 ng/ul vorhanden war.
Zudem wurden noch GM-CSF (500 U/ml) und IL-4 (250 U/ml), jedoch keine
Antibiotika hinzugefugt. Auf dieselbe Weise wurde auch mit Kontroll (ctrl)-siRNA
vorgegangen. Nach einer zweitdgigen Kultur bei 37 °C wurden die DCs erneut
transfiziert. Der Erfolg der RNA-Interferenz wurde 24 h nach der zweiten Transfektion
mittels RT-PCR uberprift, wobei nach der semiquantitativen Auswertung ein Vergleich
zwischen SphK1- bzw. SphK1-siRNA- und ctrl-siRNA-transfizierten DCs stattfand.

3.4  Durchflusszytometrie

Uber Durchflusszytometrie konnen physikalische und molekulare Eigenschaften von
Partikeln guantitativ erfasst werden. Partikel konnen dabei Beads, Kunststoffkiigelchen
oder auch Zellen sein. Bei der fluoreszenzaktivierten Zellanalyse (FACS: Fluorescence
Activated Cell Sorting) werden die mit Fluoreszenzfarbstoff markierten Zellen einzeln
durch hydrodynamische Fokussierung an einem gebindelten Laserstrahl vorbeigeleitet.

Bei Auftreffen der Lichtstrahlen auf die Zellen kommt es zu einer Lichtstreuung, wobei
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das photometrisch detektierte VVorwartsstreulicht (FSC) Auskunft Gber die GroRe einer
Zelle und das Seitwirtsstreulicht (SSC) tiber deren Granularitit gibt. Uber Fluoreszenz
kdnnen zusétzlich Oberflachenmolekiile und intrazelluldre Proteine analysiert werden.
Der monochromatische Laserstrahl regt die Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffes dabei
so an, dass diese ein hoheres Energieniveau annehmen und nach dem Laserimpuls die
Energie in Form von Licht (Fluoreszenz) wieder emittieren. Die Fluoreszenz wird dann
von einem Photodetektor registriert. Sie verhélt sich proportional zur Anzahl der pro
Zelle gebundenen Fluorochrome und verfugt tber ein fur den jeweiligen Farbstoff
charakteristisches Emissionsspektrum. Zur ldentifizierung und Markierung der
Zielstrukturen sind die Fluorochrome an Antikorper gekoppelt. Die verwendeten
Antikorper sind in Abschnitt 2.5.3 gemeinsam mit ihrem konjugierten Farbstoff
aufgelistet. Die Messungen erfolgten an einem Drei- bzw. Vierfarben-
Durchflusszytometer (FACS-Calibur; Becton Dickenson), das ber zwei Laser
(Anregungswellenldange: 488 nm und 635nm) Fluorochrome unterschiedlicher
Wellenldnge detektieren kann. Die Ergebnisse wurden mit Hilfe der Programme

CellQuestPro und Flowjo ausgewertet.

3.4.1 Identifizierung von T-Zellen und dendritischen Zellen

Die Streuung, die beim Auftreffen der Lichtstrahlen entsteht, erfasst physikalische
Eigenschaften der Zelle. Dabei ist das Vorwartsstreulicht (FSC) ein Parameter fir die
ZellgroRe, das Seitwartsstreulicht (SSC) einer fir die Granularitat. Uber diese
Eigenschaften konnen bereits Zellpopulationen identifiziert und einem Zelltyp
zugeordnet werden. In der vorliegenden Arbeit wurden auf diese Weise DCs und

T-Zellen in Mischpopulation voneinander differenziert (Abb. 10).
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Abbildung 10: Gating von DCs und T-Zellen mittels FSC und SSC. Aufgrund ihrer kleinen Zellgréie
und geringen Granularitat sind T-Zellen in Region 1 (R1) zu lokalisieren, wéhrend Region 2 (R2) eine
Population von DCs widerspiegelt. Bei Untersuchungen der einzelnen Zelltypen in Mischpopulationen
wurde die Lage des Gates fur T-Zellen und fir DCs auf diese Weise ausgewahlt.

3.4.2 Bestimmung zellularer Oberflachenmolekiile

Zur Analyse von Oberflachenmolekiilen der DCs und T-Zellen wurden pro Féarbung
1x 10° - 2 x 10° Zellen mit 1 ml FACS-Puffer gewaschen (5 min, 1200 rpm, RT) und
anschlieBend in 50 ul der Antikorperlosung resuspendiert. Die in dieser Arbeit
verwendeten Antikorper zur Oberflachenfarbung waren bereits Fluorochrom-gekoppelt
und wurden, bis auf den Antikorper zur S1Pi-Markierung, 1:50 in FACS-Puffer
verdinnt. Der S1P:-Antikorper wurde 1:20 in FACS-Puffer geldst. Unter
Lichtausschluss inkubierten die Zellen in dieser Losung fiir 30 min bei 4 °C. Daraufhin
erfolgte eine erneute Waschung mit 1 ml FACS-Puffer (5 min, 1200 rpm, RT). Dadurch
wurde Uberschissiger Antikorper entfernt, sodass bei der folgenden FACS-Analyse
lediglich gebundener Antikorper detektiert wurden. Fir die Analyse wurde das Pellet in
130 Wl FACS-Puffer resuspendiert. Zu jeder Antikorperfarbung wurde fir den
jeweiligen Zelltyp eine passende Féarbung mit Isotyp-Antikorper durchgefuhrt. Ein
Isotyp-Antikorper besitzt dieselbe Fc-Domdane und dasselbe Fluorochrom wie seine
Referenz. Er dient jedoch nicht der Detektion von Oberflachenproteinen, sondern der
Abschatzung unspezifischer Bindung Uber Fc-Rezeptoren, der Interaktion mit zellularen

Proteinen und der Autofluoreszenz der Zellen.
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3.4.3 Bestimmung der Infektionsrate

Zur Feststellung einer erfolgreichen MV-Infektion von DCs diente die
durchflusszytometrische Messung des intrazellul&r gebildeten viralen N-Proteins. Auch
hierfir wurden zunachst 1 x 10° - 2 x 10° DCs in 1 ml FACS-Puffer gewaschen (5 min,
1200 rpm, RT), dann aber mit 100 ul einer Paraformaldehydldsung (2 %) fiir 20 min auf
Eis fixiert. Anschliefend erfolgten 2 weitere Waschschritte mit jeweils 1 ml
Saponinpuffer (5 min, 1200 rpm, RT) und die Inkubation fiir 45 min bei RT in 50 pl
einer N-Protein-Antikorper-Saponinlosung (1:50). Nachfolgend wurden die Zellen
gewaschen und mit einem Fluorochrom-gekoppelten Sekundarantikorper (1:100 in
50 ul Saponin verdunnt) fir 30 min bei RT unter Lichtausschluss inkubiert. Vor
Analyse der Proben wurden sie nochmals mit Saponinpuffer gewaschen und in 130 ul
FACS-Puffer resuspendiert. Als Kontrolle zur Messung unspezifischer Fluoreszenz
wurden unbehandelte und Mock-behandelten DCs ebenfalls gefarbt. Somit konnte bei
Detektion einer im Vergleich zu diesen Proben hoheren Fluoreszenzintensitat
(N-Protein-positiv) von einer Infektion der Zelle ausgegangen werden. Die
Infektionsrate wurde als der Anteil MV-infizierter DCs an der gesamten DC-Population
definiert.

3.4.4 Zellviabilitat

Um die Wirkung verschiedener Inhibitoren auf die Zellviabilitdt von DCs und T-Zellen
zu beurteilen, wurde der Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid (PI) genutzt. Dieser
markiert spat-apoptotische und nekrotische Zellen, da diese aufgrund zerstorter
Integritat ihrer Zellmembran permeabel fir Pl sind. Pl interkaliert in ihre DNA und
kann durchflusszytometrisch detektiert werden. Zur Uberpriifung wurden 2 x 10° Zellen
in ein FACS-Rdéhrchen tberfuhrt, zweimal mit 1 ml PBS gewaschen (5 min, 1200 rpm,
RT), mit 40 pl einer P1-Verdiinnung (1:20 in FACS-Puffer) versetzt und 15 min bei RT
unter Lichtausschluss inkubiert. Nach Zugabe von weiteren 100 ul FACS-Puffer
erfolgte die Messung am Durchflusszytometer. Der Anteil Pl-positiver Zellen zeigte

dabei die Zytotoxizitat der Substanz auf.
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3.4.5 CFSE-Labeling von T-Zellen

Wie in Abschnitt 3.7.1 beschrieben wird, wurden zur Untersuchung einer Chemotaxis
T-Zellen ins obere Kompartiment des Transwell-Assays eingesetzt. Die Migration fand
in Richtung des unteren Kompartiments statt. Bei T-Zellchemotaxis in Antwort auf DCs
befanden sich im unteren Kompartiment bereits vereinzelt T-Zellen, welche der
angereicherten DC-Kultur entstammten. Um eine Diskriminierung zwischen den
T-Zellen unterschiedlichen Ursprungs vorzunehmen, erfolgte 24 h vor Experiment ein
Labeling der auf Migration zu untersuchenden T-Zellen mit
Carboxyfluorescein-(5-, 6-)diacetet (CFSE). CFSE diffundiert passiv in die Zellen und
wird dort durch Esterasen zu einem fluoreszierenden Ester verarbeitet, der mit
intrazellularen Aminen zu stabilen Konjugaten reagiert und durchflusszytometrisch
detektiert werden kann. Fir diese Farbung wurde pro 1x10" T-Zellen 1ml
CFSE-Lo6sung (2,5 uM in PBS) verwendet. Die Zellen wurden zentrifugiert (5 min,
1200 rpm, RT), in der CFSE-L6sung resuspendiert und zur Verteilung des Farbstoffes
moglichst zeitnah durchmischt. Nach einer Inkubation fir 5 min bei RT wurde die
Probe dreimal mit 10 ml PBS /5 % FBS gewaschen (5 min, 1200 rpm, RT) und unter
adaquaten Bedingungen kultiviert (siehe Abschnitt 3.1.8).

3.4.6 Quantitative Messung der migrierten T-Zellen mittels Counterbeads

Um die absolute Anzahl an Zellen einer FACS-Probe zu bestimmen, wurden
Counterbeads eingesetzt. Diese Mikrokigelchen koénnen uber ihre GroRe und
Granularitat durchflusszytometrisch eindeutig identifiziert werden. In der vorliegenden
Arbeit wurde die Methode verwendet, um die Anzahl an migrierten CFSE-gelabelten
T-Zellen beim Transwell-Assay zu detektieren. Dabei wurden diese aus dem unteren
Kompartiment in ein FACS-R6hrchen tberfuhrt und Counterbeads einer bekannten
Menge (2 x 10% hinzugefiigt. AnschlieRend wurde die Probe zur gleichmaRigen
Verteilung der Counterbeads gut durchmischt und mit mittlerer Geschwindigkeit tber
2 min durchflusszytometrisch gemessen. Zur Auswertung der Daten wurden 2 Regionen
uber SSC und FSC definiert. Region 1 beinhaltete die Counterbeads, Region 2 die
T-Zellen. Region 2 wurde nochmals anhand der Fluoreszenz des CFSE-Labels geteilt,
wodurch migrierte von im unteren Kompartiment bereits vorhandenen T-Zellen

differenziert werden konnten. In der so entstandenen Region 3 befanden sich nun die
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migrierten CFSE-positiven T-Zellen. In Abbildung 11 ist der Vorgang dargestellt. Uber
die Zahl der gemessenen Ereignisse in Region 1 (Counterbeads), die Zahl der
gemessenen Ereignisse in Region 3 (migrierte T-Zellen) und die bekannte Anzahl an
Counterbeads in der Probe konnte mit Hilfe der Formel 4 die Gesamtheit der migrierten

T-Zellen erfasst werden.

4004

SSC
SSC

FSC CFSE

Abbildung 11: Festlegung der Regionen bei quantitativer Durchflusszytometrie. Uber SSC und FSC
wurden Counterbeads (R1) von T-Zellen (R2) differenziert. Die T-Zellen wurden mittels CFSE als
migrierte (CFSE-positiv: R3) und im Kompartiment bereits vorhandene T-Zellen (CFSE-negativ)
identifiziert.

Anzahl migrierter T-Zellen =
(gezahlte Ereignisse in R3 / gezahlte Ereignisse in R1)
X

Anzahl der eingesetzten Counterbeads

Formel 4: Berechnung der absoluten Anzahl an migrierten T-Zellen in einer Probe.
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3.5 Intrazellulare Sphingolipidanalyse

Die intrazelluléren Lipidanalysen erfolgten in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. B. Kleuser
und Prof. Dr. L. Japtok an der Universitat Potsdam. Zur Vorbereitung wurden DCs nach
Behandlung an Tag 5 ihrer Kultur zentrifugiert (5 min, 1200 rpm, RT). Das Zellpellet
wurde nach Zugabe von 1 ml Methanol bei -80 °C eingefroren. Als Behandlung
erfolgten an Tag 4 die Induktion der Ausreifung (Abschnitt 3.1.7) und die Zugabe von
Mock und Masernvirus (Abschnitt 3.2.3). Kontrollzellen wurden unbehandelt belassen.
Abbildung 12 zeigt das Vorgehen graphisch. Der Lipidgehalt wurde dann an der
Universitdt  Potsdam  Ober  Kopplung von  Flissigchromatographie  mit
Massenspektrometrie (Q-Tof LC / MS) gemessen.

+ GM-CSF, IL-4

+/- LPS oder TNF-a-Cocktail
+/- Mock

+/- MV

| |

L I L 1 1 I + Methanol
' ! ' ' ! ! ——> Lipidanalyse
Tag O 1 2 3 4 5
Nexoagid)
© 56
AN\
Monozyt Dendritische Zelle

Abbildung 12: Probenpréparation zur Sphingolipidanalyse. DCs wurden aus Monozyten lber Zugabe
von Differenzierungsfaktoren (rote Pfeile) generiert und nach 4 Tagen verschiedenen Behandlungen
ausgesetzt (schwarzer Pfeil). 24 Stunden spéater wurde der Erfolg der Behandlung durchflusszytometrisch
(FACS-Analyse) kontrolliert. Nach Aufnahme der Zellen in Methanol erfolgte die Lipidanalyse mittels
Q-Tof LC/MS.
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3.6 Messung der Sphingomyelinase-Aktivitat

6-Hexadecanoylamino-4-methylumbelliferylphosphorylcholin - (HMU-PC) st ein
spezifisches Substrat fur Sphingomyelinasen. Die enzymatische Reaktion fuhrt dabei
zur Hydrolyse des Substrats und dadurch zum Freiwerden des fluoreszierenden HMU.
Mit Hilfe eines Fluorimeters wird der Farbstoff mit einer spezifischen Strahlung
(404 nm) angeregt und dessen Emissionswellenldnge (460 nm) detektiert. Dadurch kann
das von Sphingomyelinasen gespaltene Substrat erfasst werden. Die gemessene
Fluoreszenz verhalt sich dabei proportional zum umgesetzten Substrat und damit zur
Aktivitat der Sphingomyelinasen. HMU-PC bildet deshalb die Grundlage des ASM-
bzw. NSM-Assays, mittels welchem in dieser Arbeit die Aktivitat der
Sphingomyelinasen in iDCs, mDCs, Mock-behandelten und MV-infizierten DCs
untersucht wurde. Hierfiir wurden zunachst 3 x 10° Zellen nach Zugabe von 1 ml kaltem
PBS zentrifugiert (1 min, 8000 rpm, RT) und in 40 ul Lysis-Puffer resuspendiert. Wie
Tabelle 6 zeigt, war die Zusammensetzung dabei abhdngig vom zu analysierenden
Isoenzym (ASM / NSM). Anschlielend wurden die Zellen bei -80 °C eingefroren,
aufgetaut und durchmischt. Nach dreifacher Wiederholung dieser Schritte wurde das
Lysat zur Abtrennung von Zellkernen zentrifugiert (15 sek, 8000 rpm, RT) und der
Uberstand zur Aktivititsmessung verwendet. Wie in Tabelle 8 zu sehen ist,
unterschieden sich die Reaktionsansatze vor allem im pH-Wert, welcher nach dem
Optimum des jeweiligen Enzyms gewahlt wurde. Daneben konnte durch die Beigabe
von Phosphaten (ATP) bei der Analyse der NSM eine hemmende Wirkung auf die ASM
ausgeubt und so die Spezifitat der Messung erhoht werden. Die Proben wurden fur 17 h
bei 37 °C inkubiert. Wahrend dieser Zeit konnte die enzymatische Spaltung des
Substrats stattfinden, was Uber die Zugabe von 200 ul Stopp-Puffer beendet wurde. Die
Proben wurden durchmischt, in eine schwarze 96-Well-Platte (berfiihrt und am
Fluorimeter mit oben genannten Wellenldangen vermessen. Um Fehler zu minimieren,
wurden pro Probe 3 identische Reaktionsansatze  untersucht, deren
Fluoreszenzintensitaten zu einem Mittelwert zusammengefasst wurden. Zudem wurde
uber die Messung einer zellfreien Kontrolle die Fluoreszenz des Hintergrunds

identifiziert und in die Berechnungen einbezogen.
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3.7 Untersuchungen zur T-Zellchemotaxis

3.7.1 Transwell-Assay

Um T-Zellchemotaxis quantitativ erfassen zu kdénnen, wurde ein Filtersystem gewahit.
Dabei erfolgte (ber einen Filter definierter Porengréfe die Generierung zweier
Kompartimente in einer 24-Well-Platte. Der Filter fungierte als Barriere zwischen
T-Zellen im oberen Kompartiment und Chemoattraktant im unteren. Die Porengrofie
variierte dabei je nach Zelltyp. Wahrend bei Jurkat-T-Zellen Poren von 8 um eingesetzt
wurden, waren es bei priméren humane T-Zellen 5 um. Die T-Zellchemotaxis erfolgte
in Antwort auf SDF-1a (1 pug / ml in 600 ul Migrationsmedium) oder auf allogene DCs.
Um letzteres zu Uberprifen, wurden 6x10°DCs mit 5ml Migrationsmedium
gewaschen (5 min, 1200 rpm, RT), in 600 pul desselben aufgenommen und fir 2 h bei
37 °C im unteren Kompartiment prainkubiert (1 x 106 DCs / ml). Diese Zeit sollte den
DCs zur Produktion und Sekretion von Chemokinen dienen. Bei Experimenten mit
mDCs oder MV-infizierten DCs erfolgte die Behandlung 24 h vor Transwell-Assay. Zur
Erfassung der ungerichteten Spontanmigration wurde auBerdem eine Kontrolle, welche
lediglich Migrationsmedium im unteren Kompartiment enthielt, untersucht. Die
induzierte T-Zellchemotaxis wurde in Bezug auf die ungerichtete Spontanmigration
interpretiert. Dabei wurde ein Migrationsindex definiert, welcher das Verhaltnis
zwischen induzierter und spontaner Migration darstellte. Die T-Zellchemotaxis wurde
anhand von 1 x 10° primaren humanen T-Zellen bzw. 6 x 10° Jurkat-T-Zellen beurteilt.
Diese wurden am Tag vor dem Transwell-Assay isoliert, mit CFSE markiert und
kultiviert. Dabei erfolgte die Kultur primérer T-Zellen, mit Ausnahme der Experimente
zum Medienvergleich, in serumfreiem X-Vivo. Nach Zentrifugieren (5 min, 1200 rpm,
RT) wurden die Zellen in 100 pul des Migrationsmediums resuspendiert und erreichten
damit eine Zelldichte von 1x10"/ml (primare T-Zellen) bzw. 6x10°/ml
(Jurkat-T-Zellen). Vor dem Einsetzen der Zellen ins obere Kompartiment, wurde der
Filter in 200 pul des Migrationsmediums 30 min lang bei 37 °C &quilibriert. Der
Transwell-Assay inkubierte anschlieBend fir 3 h bei 37 °C. Daraufhin wurde der Filter
vorsichtig dreimal am Rand des Napfes abgeklopft und entfernt. Um die migrierten
T-Zellen zu quantifizieren, wurde die Zellsuspension des unteren Kompartiments in

FACS-R6hrchen uberfiihrt und die Anzahl der migrierten T-Zellen mit Hilfe von
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quantitativen Durchflusszytometrie ermittelt. Abbildung 13 stellt die beschriebene
Methode graphisch dar.

1x10° T-cells in RPMI1/0.5% BSA

N \
) ) y f ]
guantitative FACS-
Analyse

6 x 10° DCs in RPM1/0.5% BSA

Abbildung 13: Methodisches Vorgehen beim Transwell Assays priméarer humaner T Zellen in Antwort auf
DCs.

3.7.2 Chemotaxis-Assay im zweidimensionalen System

Qualitative Aussagen Uber die T-Zellchemotaxis kénnen beim Beobachten der Zellen
getroffen werden. Dies wurde in der vorliegenden Arbeit anhand von Untersuchungen
im zweidimensionalen System ermdoglicht. Dabei erfolgte die T-Zellmigration in
Antwort auf SDF-la und allogene mDCs. Verglichen wurden diese Daten mit
ungerichteter Spontanmigration, welche analog zum Transwell-Assay erfasst wurde.
Zur Vorbereitung wurde ein Channelslide (u-Slide VI%%) in 100 pl des
Migrationsmedium fur 30 min bei 37 °C &quilibriert und anschlieBend mit 30 pl
desselben befullt. 5x10°DCs und 1x10° primare humane T-Zellen wurden
zentrifugiert (5 min, 1200 rpm, RT), in jeweils 100 ul des Migrationsmediums
resuspendiert und fur 1h bei 37°C prainkubiert. Beim Ansetzen des
Chemotaxis-Assays, wurden 30 ul der vorbereiteten Zellsuspensionen bzw. einer
SDF-1a-L6sung (1,5 pg / ml) in gegenuberliegende Néapfe gegeben, sodass die T-Zellen
uber einen Kanal vom Chemoattraktant getrennt lagen. Nach einer Inkubation von 1 h
bei 37 °C wurden die Zellen mit Hilfe eines konfokalen Mikroskops (LSM 780) bei
20-facher VergroBerung beobachtet. Auch hier war durch einen Inkubator eine
Temperatur von 37 °C gewahrleistet. Uber einen Zeitraum von 3 h erfolgte jede Minute
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die Aufnahme eines Bildes. Mit Hilfe der Software ImageJ konnten die T-Zellen Uber
die Bilderserie manuell verfolgt und auf ihre Migrationsqualitaten untersucht werden.

3.8  Statistik

Samtliche Berechnungen erfolgten mit Hilfe der Software GraphPad Prism. Die
Ergebnisse sind als arithmetische Mittelwerte mit Standardabweichung (SD) angegeben.
Die Prufung auf Signifikanz erfolgte tUber die im Folgenden genannten Tests. Dabeli
spielten die Normverteilung und die Verbundenheit der Messdaten eine Rolle. Aufgrund
der Tatsache, dass innerhalb eines Experiments die Zellen eines Spenders in
verschiedenen Bedingungen miteinander verglichen wurden, wurden verbundene
Messdaten angenommen. Bei positiver Prufung auf eine Gaul3-Verteilung der Daten
(D’Agostino-Pearson-Test) wurde der Students t-Test bzw. die einfaktorielle
Varianzanalyse (ANOVA) angewendet. Bei ausgeschlossener Normverteilung
ermittelte sich der p-Wert anhand des Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests bzw. des
Friedman-Tests. Bei unverbundenen Messdaten wurde in diesem Fall der
Kruskal-Wallis-Test verwendet. Aulerdem erfolgte bei Mehrfachvergleichen die
Dunn-Sidak-Korrektur. Als Signifikanzniveau wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit
von 5% (*p<0,05) akzeptiert. Als sehr signifikant galten Ergebnisse mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit unter 1 % (**p <0,01) und als hoch signifikant Ergebnisse
mit unter 0,1 % (***p < 0,001).
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4. Ergebnisse

4.1  Quantifizierung von S1P in DCs

Um mogliche funktionelle Auswirkungen von Veranderungen im S1P-Haushalt
dendritischer Zellen untersuchen zu konnen, wurde zundchst S1P quantitativ in
humanen DCs bestimmt. Hierfir wurden Zellen von 8 Spenderinnen und Spendern
verwendet und jeweils Lipidanalysen unbehandelter iDCs, mDCs, Mock-behandelter
und MV-infizierter DCs durchgefiihrt. Die Bestimmung des S1Ps erfolgte Uber die
Messung der Spaltprodukte der S1P-Lyase und deren Metaboliten mittels
Flussigchromatographie und Massenspektrometrie (Q-Tof LC/MS). Parallel zur

Lipidanalyse erfolgte eine durchflusszytometrische Charakterisierung der DCs.

4.1.1 S1P und Sphingosin in iDCs im Vergleich zu Erythrozyten

Um eine bessere Interpretation der S1P-Messungen zu ermdglichen, wurden neben DCs
auch Erythrozyten (ein als Hauptquelle fur S1P bekannter Zelltyp) direkt nach
Dichtegradientenzentrifugation analysiert und zusétzlich der Vorlaufer Sphingosin
bestimmt. Die Lipidanalyse erfolgte fur beide Sphingolipide an zellularem Material aus

jeweils 20 Millionen Erythrozyten bzw. jeweils 1 Million iDCs.

Im Durchschnitt waren in einer Probe von 20 Millionen Erythrozyten 5,68 + 1,14 pmol
und in 1 Million iDCs 3,00 + 1,32 pmol S1P enthalten. Die Sphingosinwerte in 20
Millionen  Erythrozyten erreichten 0,12 +£0,04 pmol und 1 Million iDCs
3,34 + 1,18 pmol. Unter der Annahme einer linearen Korrelation zwischen Zellzahl und
Lipidmenge wurden die S1P- bzw. Sphingosinwerte einer Anzahl von 1 Million iDCs
und Erythrozyten verglichen (Abb. 14). Danach konnten in iDCs etwa 10,5-fach hohere
S1P-Mengen nachgewiesen werden als in Erythrozyten. Fir dessen Vorldaufer
Sphingosin war eine noch grolRere Differenz zwischen den Zelltypen vorhanden.
Hinsichtlich des Sphingosins tbertrafen iDCs Erythrozyten um ein uber 500-faches.
Wurde nun S1P und dessen Vorladufer Sphingosin innerhalb eines Zelltyps

gegenlbergestellt, konnten in iDCs die Lipide in einer vergleichbaren GréfRenordnung
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nachgewiesen werden, wahrend in Erythrozyten die Werte von S1P 50-fach tber den
Werten von Sphingosin lagen.

0.1+

0.01+
$

0.1 , T 0.001 T T
iDCs Erythrozyten iDCs Erythrozyten

S1P /10 Zellen [pmol]
n
Sph /10 Zellen [pmol]

Abbildung 14: S1P- und Sphingosin-Analyse in iDCs und Erythrozyten. Zur Probengewinnung von
DCs wurde wie in Abschnitt 3.5 vorgegangen. Erythrozyten wurden zu 2 x 107 Zellen direkt nach
Isolation in Methanol aufgenommen. Die Lipidanalyse beinhaltete die Messung von S1P (A) sowie
Sphingosin (B). Die Werte représentieren Mittelwerte aus jeweils 8 Proben.

4.1.2 Einfluss verschiedener Ausreifungsprotokolle auf S1P in DCs

Im Folgenden wurde die Frage untersucht, ob die durch eine Ausreifung bedingten
strukturellen und funktionellen Veranderungen dendritischer Zellen den S1P-Gehalt
beeinflussen. Um dabei einen mdglichen Einfluss des Ausreifungsprotokolls zu
erfassen, wurden 2 unterschiedliche Protokolle gewahlt. Protokoll 1 (P 1) nutzte LPS als
Stimulus, Protokoll 2 (P 2) TNF-a zusammen mit PGEz, IL-13 und I1L-6p.

Die phénotypische  Ausreifung wurde durchflusszytometrisch anhand des
Reifungsmarkers CD86 uberpriift, was in Abbildung 15 exemplarisch fur unbehandelte
und behandelte DCs einer Probe dargestellt ist. 24 Stunden nach Zugabe der
Ausreifungsstimuli war die Expression von CD86 im Vergleich zu iDCs fir beide
Protokolle gleichermaBen erhoht (83,1 +8 % versus 225+8 % (p<0,01)) Diese

Veranderungen waren auch bei Betrachtung der mittleren Fluoreszenzintensitaten (MFI)
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zu erkennen. Auch hier erfolgte die Verschiebung zu einer htheren MFI unabhéngig
vom Protokoll.

iDCs mDCs (P1) mDCs (P2)

EN MFI:70| Fl271| MFI: 29,8
E 80 80

; 601 60 60

3+

E 40 40 40
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Abbildung 15: Durchflusszytometrische Analyse von DCs nach Ausreifung. Zellen wurden 24 h nach
Behandlung mit einem CD86-Antikdrper geféarbt (rote Linie). Als CD86-positiv galten Zellen, die hohere
Intensitdten als der Isotyp (graue Linie) aufwiesen. Die Ausreifung erfolgte mittels P1 (LPS) oder P2
(TNF-o + PGE; + IL-1p + IL-6B). Dargestellt sind die Histogramme einer reprdsentativen Probe. Die
MFI-Werte entsprechen dem geometrischen Mittel der Fluoreszenzintensitat.

Auch die S1P-Werte wurden durch die Ausreifung der DCs beeinflusst. Die Menge an
S1P reduzierte sich bezogen auf iDCs bei allen Proben deutlich und lag im Mittel nur
noch bei 43,8 +10,5%, was 1,21 + 0,36 pmol S1P pro 1 Million mDCs entsprach
(p<0,01). Wie aus Abbildung 16 hervorgeht, hatte auch hier die Wahl des
Ausreifungsprotokolls keinen Einfluss auf das Ausmall der Reduktion. Demnach
beeinflusste der Ausreifungsprozess unabhangig vom Protokoll den S1P-Gehalt ebenso

wie die Expression bestimmter Oberfladchenmolekile.
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Abbildung 16: S1P-Analyse in DCs nach Ausreifung. Zur Probengewinnung von DCs wurde wie in
Abschnitt 3.5 vorgegangen. Dabei erfolgte die Ausreifung mittels P1 oder P2. Dargestellt ist die
prozentuale Veranderung zur Menge in iDCs. *p < 0,05.

4.1.3 S1P in MV-infizierten DCs

Zur Charakterisierung des S1P-Gehaltes MV-infizierter Zellen wurde dieselbe Anzahl
an iDCs einer Probe mit LPS oder TNF-a, einer Virus- (MOI 2) bzw. Mockpraparation
versetzt. Dies ermdglichte einen direkten Vergleich des Effektes einer MV-Infektion auf
den S1P-Gehalt und den Reifungsmarker CD86 mit dem einer Ausreifung nach den

bereits aufgefuhrten Protokollen.

Die Anzahl CD86-positiver Zellen war mit 22,5 £ 8,0 % bzw. 24,0 + 8,5 % bei un- bzw.
Mock-behandelten iDCs am geringsten (Abb. 17). 24 Stunden nach MV-Infektion stieg
die Anzahl deutlich an (54,4 £ 13,8 %), jedoch weniger als nach LPS- oder TNF-a-
Ausreifung (83,1 = 8,0 %). Diese Verdnderungen zeigten sich auch in der MFI. Die
Infektionsrate erstreckte sich von 19,8 % bis 78,0 %. Sowohl niedrig (<50 %
N-Protein-positive DCs) als auch hoch infizierte DCs (> 50 % N-Protein-positive DCs)
zeigten die vermehrte, jedoch unter der Messung fiir mDCs gelegene CD86-

Oberflachenexpression ohne Korrelation mit dem Ausmal? der Infektion (p = 0,4).

57



iDCs iDCs + Mock iDCs + MV mDCs
o 100 1004 100 o 100
§ E MFI:54| | MFI: 6,6 | FI: 22,6 | FI: 28,3
.§ 60 60 60 60
[+
2 40 40 a0 a0
(7]
% 20 20 20 20
O\o ° 0 1 2 3 4 ° 0 1 2 3 ’ 0 1 2 3 4 ’ 0 1 2 3 4
CD86
B C
100+ 100+
— | —
X 754 N 754
- -
(7] [%2]
(&) T (@)
@) 50 (a) 50
+ +
[{e) (o]
2 I =
O 25" O 25— T T
0 I T I T O T I T T
iDCs iDCs iDCs mDCs iDCs iDCs iDCs mDCs
+ Mock + MV + Mock + MV

Abbildung 17: Durchflusszytometrische Analyse von DCs. Zellen wurden 24 h nach Mock-
Behandlung, MV-Infektion (MOI 2), Ausreifung, und unbehandelt mit einem CD86-Antikdrper geféarbt
(rote Linie). Als CD86-positiv galten Zellen, die hohere Intensitaten als der Isotyp (graue Linie)
aufwiesen. Dargestellt sind die Histogramme einer reprasentativen Probe mit Angabe der MFI, die dem
geometrischen Mittel der Fluoreszenzintensitat entspricht (A). Die Infektionsrate wurde mittels Messung
des viralen N-Proteins ermittelt und die CD86-positiven Zellen in Abhéngigkeit zu dieser abgebildet.
Dabei wurde zwischen niedriger (B) und hoher (C) Infektionsrate unterschieden.

Eine MV-Infektion beeinflusste den S1P-Gehalt in DCs in unterschiedlicher Weise
(Abb. 18). So wurden verglichen mit Mock-behandelten iDCs Veranderungen sowohl
zu hoheren Werten (bis zu 173 %) als auch zu niedrigeren Werten (bis zu 19 %)
gemessen. Diese Modulationen korrelierten mit der Infektionsrate. Der S1P-Gehalt
unterschied sich in niedrig infizierten Zell-Kulturen nicht signifikant von den in mDCs
gemessen Werten (p > 0,99). Im Gegensatz dazu war der S1P-Gehalt in hoch infizierten
Kulturen héher als in mDCs (p < 0,05), ahnelte den fir iDCs ermittelten Werten und
betrug bezogen auf diese im Mittel 125,5 + 32,8 %.
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Abbildung 18: S1P - Analyse in DCs nach Ausreifung und MV-Infektion. Zur Probengewinnung der
DCs wurde wie in Abb. 12 vorgegangen. Dargestellt ist die prozentuale Verdnderung zur Menge in iDCs,
wobei bei mDCs unbehandelte iDCs und bei MV-infizierten DCs Mock-behandelte iDCs als Referenz
dienten (A). Die Einteilung in niedrig infizierte (B) und hoch infizierte DCs (C) erfolgte
durchflusszytometrisch anhand N-Protein-positiver DCs. *p < 0,05. **p < 0,01.
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4.1.4 Oberflachenexpression des S1P;-Rezeptors in DCs nach Ausreifung und

MV -Infektion

Die Oberflachenexpression des S1Pi1-Rezeptors wurde vergleichend in un- und Mock-
behandelten, LPS-ausgereiften und MV-infizierten DCs 24 Stunden nach der jeweiligen
Behandlung durchflusszytometrisch analysiert. Abbildung 19 stellt die Ergebnisse dar.
Der prozentuale Anteil S1Pi-positiver Zellen betrug fur iDCs im Mittel 45,2 + 14,8 %
und verdoppelte sich nach Ausreifung auf 87,3 £ 7,1 %, wéhrend eine MV-Infektion
keine signifikante Verdnderung zu Mock-behandelten iDCs hervorrief. Die MFI wies
dieselben Tendenzen auf. Damit zeigen sich auch hier Unterschiede zwischen

MV-infizierten DCs und mDCs.
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Abbildung 19: S1P:-Oberflachenexpression in DCs nach Ausreifung und MV-Infektion. DCs
wurden 24 h nach Mock-Behandlung, MV-Infektion, LPS-Ausreifung, sowie unbehandelt mit einem
S1P;-Antikorper gefarbt. Als S1Pq-positiv galten Zellen, die héhere Intensitaten als bei Farbung mit
Isotyp-Antikorper aufwiesen (A). n = 4. *p < 0,05.

4.2  Sphingolipid-Metabolismus dendritischer Zellen

Da die in Abschnitt 4.1 detektierten Veranderungen des S1P-Levels in DCs uber
verschiedene Mechanismen entstehen konnten, wurden im Folgenden die einzelnen

Enzyme des Sphingolipidmetabolismus ndher untersucht.
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4.2.1 Sphingomyelinase-Aktivitat dendritischer Zellen nach Ausreifung und
MV-Infektion

Aufgrund vorheriger Experimente der Arbeitsgruppe, die nach MV-Kontakt mit DCs
eine Aktivierung von Sphingomyelinasen innerhalb von 3-15 Minuten belegten, wurde
nun deren Aktivierung 24 h nach Stimulation bzw. Infektion mit iDCs bzw. Mock-
behandelten iDCs verglichen. Die Messung der Aktivitat erfolgte je nach Isoenzym
mittels ASM- bzw. NSM-Assay, indem die Akkumulation des fluoreszierenden

Spaltproduktes bestimmt wurde.

Wie in Abbildung 20 zu sehen ist, zeigte sich zum genannten Zeitpunkt weder nach
Ausreifung noch nach MV-Infektion der DCs eine signifikante Verdnderung der
Aktivitat der Sphingomyelinasen (p = 0,07). Dies traf sowohl auf die ASM als auch auf
die NSM zu. Damit lag nahe, dass die Unterschiede im S1P-Gehalt dendritischer Zellen

durch Enzyme im weiteren Verlauf des S1P-Metabolismus bedingt waren.
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Abbildung 20: ASM- und NSM-Aktivitat nach Ausreifung und MV Infektion von DCs. Zellen
wurden 24 h vor Experiment ausgereift, mit Mock behandelt und mit MV infiziert. Die Aktivitdtsmessung
erfolgte im ASM- bzw. NSM-Assay mittels fluorimetrischer Messung des Spaltprodukts des Substrats.
Dargestellt ist die ASM- (A) und NSM-Aktivitéat (B) bezogen auf die Aktivitat in iDCs bei mDCs bzw.
Mock-behandelten iDCs bei MV-infizierten DCs. n = 4.

61



4.2.2 Bestimmung von Zwischenprodukten der S1P-Synthese in DCs nach
Ausreifung und MV-Infektion

Um herauszufinden, welche Enzyme an der Regulation des S1P-Gehalts in DCs
involviert sein kdnnten, erfolgte eine Quantifizierung verschiedener Zwischenprodukte
des Sphingolipid-Metabolismus. Hierzu wurden 3 Proben analog zu vorherigen
Experimenten behandelt. Neben S1P wurden die Mengen von Sphingomyelin, Ceramid
und Sphingosin in DCs bestimmt.

Wie in Abbildung 21 dargestellt ist, unterschieden sich die verschiedenen Sphingolipid-
Mengen in iDCs deutlich voneinander (p <0,05). Die hochsten Werte erreichte
Sphingomyelin, das im Mittel zu 3306 + 1165 pmol enthalten war. Die weitere
Sphingolipidanalyse in iDCs ergab fur Ceramid im Mittel 127,50 + 25,54 pmol, fir
Sphingosin 3,75 £ 0,94 pmol und fir S1P 3,51 £ 0,71 pmol.
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Abbildung 21: Lipidanalyse in iDCs. Zur Probengewinnung der dendritischen Zellen wurde wie in
Abschnitt 3.5 vorgegangen. Die Lipidanalyse beinhaltete die Messung von Sphingomyelin (SM),
Ceramid (Cer), Sphingosin (Sphg) und S1P. n = 3.

In Abbildung 22 ist die Lipidanalyse nach LPS-Ausreifung und MV-Infektion
(Infektionsrate > 50 %) dargestellt. Lediglich die S1P- und Sphingosinwerte wiesen
nach Behandlung signifikante Unterschiede zu iDCs auf. Analog zu den Ergebnissen
aus 4.1 entsprachen die fur infizierte Kulturen ermittelten S1P-Werte denen der iDCs,

wahrend eine deutliche Reduktion in mDCs gemessen wurden. Das intrazellular
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vorhandene Sphingosin verringerte sich nach MV-Infektion auf 66,7 £ 7,6 % und nach
Ausreifung zeigte sich ebenfalls eine abnehmende Tendenz in Bezug auf iDCs. In allen
analysierten Proben lag mehr Sphingosin in mDCs als in MV-infizierten DCs vor. Dies
konnte auch bei den Vorlaufern Sphingomyelin und Ceramid trotz grol3er
interindividueller Schwankungen durchgéangig beobachtet werden. Nur fiir S1P konnte
ein gegenldufiges Verhalten festgestellt werden: Die Werte lagen signifikant Uber

denjenigen nach Ausreifung..
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Abbildung 22: Lipidanalyse in DCs nach Ausreifung und MV-Infektion. Dargestellt ist die
prozentuale Veranderung zur Menge in un- bzw. Mock-behandelten iDCs. n = 3. *p < 0,05. **p < 0,01.

Das intrazellular gemessene Sphingomyelin und Ceramid wurden hinsichtlich der
Fettsduren naher charakterisiert. Es wurden sowohl gesattigte Fettsduren einer
Kettenldnge von 16, 18, 20 und 24 C-Atomen (C16, C18, C20, C24), als auch
ungesattigte Fettsduren einer Kettenldnge von 24 C-Atomen (C24:1) gefunden.
Abbildung 23 zeigt die Anteile der unterschiedlichen Fettsdauren am Sphingomyelin, die
sich weder nach Ausreifung noch MV-Infektion in ihrer Zusammensetzung veranderten.
In allen Proben bestand der Grofteil des Sphingomyelins aus der langkettigen Fettsaure
C16 (73,6 % % 2,9 %), sehr langkettige Fettsauren (C22, C24, C24:1) machten hingegen
einen kleineren Beitrag (24,3 % * 2,3 %) aus.
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Abbildung 23: Zusammensetzung des Sphingomyelins in DCs. Die Zellen wurden auf VVerédnderungen
der Konstitution des Sphingomyelins nach Ausreifung und MV-Infektion untersucht. Dargestellt ist der
prozentuale Anteil der Subtypen (SM 16, SM 18, SM 22, SM24 und SM 24:1) am gesamten
Sphingomyelin. n = 3.

Wie in Abbildung 24 zu sehen ist, beinhaltete das Ceramid in iDCs im Gegensatz zum
Sphingomyelin hauptsachlich sehr langkettige Fettsduren (73,2 % 2,7 %). Dieser
Anteil verringerte sich nach Ausreifung, nicht jedoch nach MV-Infektion signifikant um
10,3 % = 5,1 %, der Anteil an der langkettigen Fettsdure C16 vergroferte sich um
denselben Wert. Erkennbar ist auch, dass dies zu einem verénderten Verhéltnis

zwischen sehr lang- und langkettigen Fettsauren flhrte.
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Abbildung 24: Zusammensetzung des Ceramids in DCs. Die Zellen wurden auf Verdnderungen der
Konstitution des Ceramids nach Ausreifung und MV-Infektion untersucht. Dargestellt ist der prozentuale
Anteil der Subtypen (Cer 16, Cer 18, Cer 22, Cer 24 und Cer 24:1) am gesamten Ceramid (A). Dabei
wurde das Verhdltnis zwischen sehr lang- und langkettigen Fettsduren anhand von Cer 24 und Cer 16
berechnet (B). n = 3. *p < 0,05. **p < 0,01.

4.2.3 Expression der Sphingosinkinasen und S1P-Lyase in DCs nach
Ausreifung und MV-Infektion mittels semiquantitativer RT-PCR

Nachfolgend wurde mittels RT-PCR ermittelt, ob sich die Akkumulation S1P-
metabolisierender Enzyme in DCs auf RNA-Ebene in Abhéngigkeit von Reifung bzw.
Infektion nach 24 Stunden verdndert. Zusatzlich wurden Mock- und unbehandelte
Proben analysiert. Um sowohl den direkten Auf- als auch den Abbau S1Ps zu

adressieren, wurden spezifische Primer der Sphingosinkinase 1  (SphK1),
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Sphingosinkinase 2 (SphK2) und S1P-Lyase (SPL) verwendet. Abbildung 25 stellt die
Ergebnisse nach Normalisierung dar. Bei dieser semiquantitativen Methode wurden

nach den Behandlungen weder Unterschiede der RNA-Expression von SphK1
(p=0,52) und SphK2 (p=0,50), noch von SPL (p=0,17) detektiert, womit eine

Regulation auf RNA-Ebene nicht wahrscheinlich war.

0.5

RNA bezogen auf iDCs

0.0-

iDCs

mDCs

RNA bezogen auf iDCs

0.54

0.0-

T
iDCs
+ MV

iDCs

B
2.5
[75]
(&)
Q 2.0-
(Y
3
= 1.5
2 "
E 1.0+
<ZE 0.5
o
0.0- T
iDCs mDCs
r
I I
mDCs iDCs
+ MV

iDCs
+ MV

Abbildung 25: RNA-Expression von SphK1, SphK2 und SPL in DCs. Zellen wurden analog zu Abb.
12 behandelt. Anschlieend wurde RNA isoliert, cDNA synthetisiert und mittels PCR amplifiziert. Nach
Gelelektrophorese und Densitometrie wurden die Ergebnisse auf B-Aktin normalisiert. Untersucht wurde
die SphK1 (A), die SphK2 (B) und die SPL (C). Dargestellt sind die Verédnderungen bezogen auf un-
bzw. Mock-behandelte iDCs. SphK1, SPL: n = 5. SphK2: n = 2.
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Die bisher aufgefuhrten Ergebnisse legen eine Modulation des S1P-Gehalts in DCs in
Abhangigkeit verschiedener Stimuli nahe. Wéhrend eine Ausreifung den S1P-Gehalt
reduziert, wird intrazellulares S1P in hoch infizierten Kulturen reteniert. Aufgrund
fehlender Akkumulation seiner Vorldufer ist dies wahrscheinlich Folge einer
veranderten Aktivitat der SphK oder abbauender Enzyme. Der relativ hohe S1P-Gehalt
konnte sich auf die Replikation des MV oder auch auf die Funktion der DCs im Laufe

der Infektion auswirken. Letzteres wird im folgenden Abschnitt analysiert.

4.3  Beitrag des S1Ps in DCs zur T-Zellchemotaxis

Da S1P als Chemokin agieren kann, sollte ermittelt werden, ob das in DCs detektierte
und mdoglicherweise auch sezernierte S1P einen Beitrag zur T-Zellchemotaxis leiste.
Die Messung der T-Zellchemotaxis erfolgte tiber den in Abschnitt 3.7 beschriebenen
Transwell-Assay, wobei zwei Kompartimente durch einen Filter definierter Porengrolie
getrennt wurden, durch den die T-Zellen innerhalb von 3 Stunden vom oberen ins
untere Kompartiment migrieren konnten. Zur Induktion der Chemotaxis befanden sich
im unteren Kompartiment DCs oder das Chemokin SDF-la. Die Erfassung der
Spontanmigration erfolgte ber eine Kontrolle ohne Chemokin, was zugleich die Basis

zur Berechnung des Migrationsindex darstellte.

4.3.1 Chemoattraktives Potenzial ausgereifter DCs auf T-Zellen

Zur Klarung des Beitrags von S1P zum chemoattraktiven Potenzial dendritischer Zellen
musste zunéchst gezeigt werden, dass diese im Transwell-Assays Migration induzieren
kénnen. Da in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe mDC-Uberstande zu einer T-Zell-
Migration fuhrten, wurden zur Methodenetablierung mDCs eingesetzt. Die Ausreifung
erfolgte auch hier tber eine 24-stiindige Behandlung mit LPS oder TNF-a, PGEz, IL-1p
und IL-6p.

4.3.1.1 Migration von Jurkat-T-Zellen in Antwort auf mDCs
Um spenderspezifische Varianzen zu vermeiden, wurden zunéchst Jurkat-T-Zellen

verwendet (6 x 10°/ ml, Filterporen: 8 um). Zur Beurteilung der chemoattraktiven
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Fahigkeit dendritischer Zellen wurde neben dem Ansatz mit mDCs auch eine
Negativkontrolle untersucht (Migrationsmedium ohne DCs).

Auf Abbildung 26 ist die durchflusszytometrisch bestimmte Anzahl der Jurkat-T-Zellen
im unteren Kompartiment dargestellt. Spontan- und induzierte Migrationseffiezienzen
wiesen einen deutlichen Unterschied auf. Bezogen auf die eingesetzte Jurkat-T-Zellzahl
migrierten 0,71 % der Zellen ins Kompartiment der mDCs. Dies war um den Faktor 8,5
hoher als die Anzahl spontan migrierter Zellen in der Negativkontrolle. Somit war es
mdoglich im Rahmen von Transwell-Assays ber mDCs Jurkat-T-Zellmigration zu

induzieren. Im Folgenden wurde diese Methode auf primére T-Zellen angewendet.

Migrationsindex

o N l

Kontrolle mDCs

Abbildung 26: Jurkat-T-Zell-Chemotaxis in Antwort auf mDCs. Jurkat-T-Zellen wurden in das obere
Kompartiment des Transwell-Assays gesetzt (5 x 10%/ ml), mDCs sowie eine Negativkontrolle ins untere.
Nach 3 h erfolgte die Quantifizierung uber die durchflusszytometrischer Messung der gesamten Probe.
Abgebildet ist der Migrationsindex in Antwort auf mDCs. n = 1.

4.3.1.2 Migration priméarer T-Zellen aus verschiedenen Kulturmedien in Antwort auf
mDCs

Der Einsatz primarer T-Zellen ist physiologischer, zeigt jedoch interindividuelle
Schwankungen. Der Transwell-Assay wurde im allogenen System mit einer Anzahl von

1 x 108 T-Zellen (1 x 107 / ml) und einer PorengréBe von 5 pm durchgefiihrt.

Zur Optimierung des Transwell-Assays wurde der Einfluss des Kulturmediums auf die
Migrationsbereitschaft von T-Zellen untersucht. Nach T-Zellkultur in RPMI / 10 % FBS
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folgte dabei 3 h vor Experiment entweder ein Serumentzug in 0,5 % BSA / RPMI oder
eine Fortsetzung der vorherigen Kulturbedingungen. Um Aussagen tber die allgemeine
Migrationsfahigkeit der T-Zellen treffen zu kénnen, wurden neben Transwell-Assays
mit Negativkontrollen (ohne DCs) und mDCs auch Positivkontrollen mit SDF-1a
(1 pg/ ml) durchgefuhrt. Die Quantifizierung der migrierten T-Zellen erfolgte durch
durchflusszytometrische Messung der Probe. Das Resultat dieser Analyse ist in Form
der Migrationsindices in Abbildung 27 zu sehen. Die migratorische Aktivitat priméarer
T-Zellen lag unter der von Jurkat-T-Zellen. In Antwort auf mDCs migrierten hier
weniger als 0,5 % der eingesetzten T-Zellen, was sich nach 3 h serumfreier Behandlung
nochmals verringerte. Bei Normierung auf die Negativkontrollen erwies sich der
Migrationsindex Serum-depletierter T-Zellen in Antwort auf mDCs als erhoht. Der
Migrationsindex nicht Serum-depletierter T-Zellen betrug 1,68 £ 0,60 und war damit
um 51,9 % £ 12,7 % niedriger als der SDF-1a-abhangige. Serum-depletierte T-Zellen
wiesen einen Migrationsindex von 6,18 + 4,21 auf, der um 16,8 % * 8,2 % niedriger
war als der SDF-1a-abhangige. Die serumfreie Behandlung fuhrte somit zwar zu einer
allgemein reduzierten Migration, gleichzeitig aber zu héheren Migrationsindices und zu

einer Anndherung der mDC-induzierten Migration an die SDF-1a-induzierte.
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Abbildung 27: Chemotaxis primarer T-Zellen nach 3 h Serumentzug. Primare T-Zellen (TZ) wurden
in RPMI /10 % FBS kultiviert. 3 h vor dem Experiment erfolgte ein dreistindiger Serumentzug in
0,5 % BSA /RPMI (B). Ein weiterer Ansatz wurde im bisherigen Kulturmedium belassen (A). Die
verschieden Kkultivierten T-Zellen wurden mittels Transwell-Assay hinsichtlich ihrer Migrationsfahigkeit
in Antwort auf SDF-la und allogene mDCs getestet. Dargestellt sind die Ergebnisse in Form des
Migrationsindex. n = 3.
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Um den detektierten positiven Effekt des Serumentzugs nutzen zu kénnen, gleichzeitig
aber zu versuchen, die absolute Anzahl an migrierten T-Zellen zu erhéhen, wurden
diese in X-Vivo, einem fur serumfreie Zellkultur optimierten Medium, kultiviert. Der
Vergleich erfolgte mit T-Zellen aus Kultur mit RPMI / 10 % FBS. Es wurde sowohl die
Spontanmigration (ohne DCs) als auch die Migration in Antwort auf mDCs gemessen.
Dabei wurden die migrierten T-Zellen im Gegensatz zu vorherigen Experimenten
durchflusszytometrisch mittels Counterbeads quantifiziert. Abbildung 28 zeigt die
verschieden kultivierten T-Zellen hinsichtlich ihrer Migrationsbereitschaft auf mDCs
nach Berechnung des Migrationsindex. Wahrend der Index bei T-Zellen, welche in
RPMI /10 % FBS kultiviert wurden, 1,93 + 0,55 betrug, erreichte er bei T-Zellen aus
serumfreien X-Vivo 2,69 + 1,14.
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Abbildung 28: Chemotaxis primarer T-Zellen aus serumfreier X-Vivo-Kultur. Primére T-Zellen
wurden mindestens 24 h sowohl in RPMI / 10 % FBS als auch in X-Vivo kultiviert. Mittels
Transwell-Assay wurde ihre Migrationsfahigkeit in Antwort auf allogene mDCs untersucht. Die
Quantifizierung der migrierten T-Zellen erfolgte Giber Counterbeads. Dargestellt sind die Ergebnisse in
Form des Migrationsindex. n = 3.

Daraufhin erfolgte die Analyse der durch mDCs induzierten T-Zellchemotaxis in 13
weiteren Experimenten mit unterschiedlichen Spenderinnen und Spendern. Um dabei
eine optimale Migrationsbereitschaft zu erzielen, wurden T-Zellen vor dem

Transwell-Assay 24 h lang in serumfreien X-Vivo kultiviert und die Quantifizierung der
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migrierten T-Zellen erfolgte anhand von Counterbeads. Im Mittel migrierten 2,4 % der
eingesetzten T-Zellen in  Antwort auf mDCs unabhdngig von deren
Ausreifungsprotokoll. Im Vergleich zur Spontanmigration erwies sich dies mit einem
Migrationsindex von 2,01 + 0,53 als hoch signifikant (Abb. 29).
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Abbildung 29: Chemotaxis primarer T-Zellen in Antwort auf mDCs. Priméare T-Zellen wurden 24 h
lang in X-Vivo kultiviert. Mittels Transwell-Assay wurde ihre Migrationsfahigkeit in Antwort auf
allogene mDCs untersucht. Die Ausreifung der DCs erfolgte mittels LPS oder TNF-a, PGE;, IL-1B und
IL-6B 24 h vor Transwell-Assay. Zur Zahlung der migrierten T-Zellen dienten Counterbeads. Dargestellt
sind die Ergebnisse in Form des Migrationsindex. n = 13. ***p < 0,001.

4.3.1.3 Vergleich des chemoattraktiven Potenzials ausgereifter DCs zur
Chemoattraktion durch SDF-1a

Zur besseren Einschatzung der Effektivitat der chemoattraktiven Féhigkeit dendritischer
Zellen, wurde diese der Chemoattraktion durch SDF-la gegenubergestellt. Die
Behandlung der Zellen erfolgte analog zu den vorherigen Experimenten. Im
Transwell-Assay wurde sowohl die Spontanmigration mittels Negativkontrolle (ohne
DCs), als auch die SDF-1a- und mDCs-induzierte Migration erfasst. Abbildung 30
vergleicht das chemoattraktive Potenzial mittels Migrationsindices, die zeigen, dass der
Mittelwert in der eingesetzten Konzentration der Antwort auf mDCs 5-fach niedriger
lag als der fur SDF-1a.
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Abbildung 30: Vergleich des chemoattraktiven Potenzials zwischen mDCs und SDF-1a. Mittels
Transwell-Assay wurde die Induktion der T-Zellchemotaxis durch SDF-l1a (1 ug/ml) und mDCs
untersucht. Die Ausreifung der DCs erfolgte 24 h vor Experiment. Die Ergebnisse sind in Form des
Migrationsindex dargestellt. n = 4.

Der Vergleich zwischen mDCs- und SDF-la-induzierten T-Zellchemotaxis mittels
Transwell-Assays lasst lediglich quantitative Aussagen zu, es kdnnen jedoch keine
Aussagen zur Qualitat der Migration getroffen werden. Uber die Aufnahme von Bildern
in einem zweidimensionalen System war es moglich, die T-Zellchemotaxis in Antwort
auf mDCs néher zu charakterisieren und verschiedene Parameter mit der SDF-la-
induzierten Chemotaxis zu vergleichen. Parameter der Qualitdt umfassten dabei
Direktionalitat als Ausmal} der Geradlinigkeit der Bewegung und Geschwindigkeit der
Zellen. Die Negativkontrolle erfasste analog zum Transwell-Assay die ungerichtete
Spontanmigration (ohne DCs). Fir die Auswertung der Daten wurden pro Ansatz 100
T-Zellen auf der Bildserie manuell verfolgt und hinsichtlich ihres Migrationsverhaltens
untersucht, was in Abbildung 31 dargestellt ist. Das Diagramm zur Richtungstendenz
entstand, indem ausgehend vom Mittelpunkt als Startpunkt die einzelnen Strecken der
analysierten T-Zellen zusammengefasst wurden. Am unteren Bildrand sind das
Chemokin SDF-1a bzw. die mDCs zu lokalisieren. Sowohl im Ansatz mit mDCs, als
auch in demjenigen mit SDF-1a migrierte die Mehrheit der T-Zellen in Richtung des
Stimulus, wahrend in der Negativkontrolle eine unspezifische Bewegung stattfand. Die
Berechnung der Direktionalitat fiihrte zu Werten zwischen 0 und 1, wobei 1 maximale
Geradlinigkeit definiert. Diese Berechnung zeigte, dass die Bewegung der T-Zellen auf
mDCs und auf SDF-1a deutlich richtungsassoziiert (p < 0,001) war. Das Ausmal der
Direktionalitat zwischen SDF-1a- und mDCs-induzierter T-Zellchemotaxis zeigte dabeli
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keinen signifikanten Unterschied (p = 0,96). In der Geschwindigkeit unterschieden sich
alle Anséatze signifikant voneinander (p < 0,01). Im Mittel migrierten T-Zellen in der
Negativkontrolle 1,38 £0,64 um / Minute, bei der Probe mit mDCs
1,80 £ 0,62 um / Minute und bei derjenigen mit SDF-1a 2,17 + 0,60 um / Minute. Die
quantitative und auch qualitative Beurteilung der mDCs-induzierten T-Zellchemotaxis
machte damit deutlich, dass T-Zellen besser auf SDF-1a als auf mDCs reagierten.
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Abbildung 31: Qualitative Analyse der T-Zellchemotaxis in Antwort auf mDCs und SDF-1a. Mit
Channelslides wurde ein Chemotaxis-Assay am Mikroskop durchgefiihrt. Neben der Negativkontrolle
wurde das chemoattraktive Potenzial von mDCs und SDF-1a (1 pg/ ml) analysiert. Das Diagramm zur
Richtungstendenz setzt sich pro Probe aus den von den T-Zellen zuriickgelegten Strecken zusammen. Die
gerichtete Migration erfolgte zum unteren Bildrand (A). Bei der Darstellung der Direktionalitat (B) und
der Geschwindigkeit (C) entspricht jeder Punkt dem durchschnittlichen Parameter einer einzelnen T-
Zelle. Pro Ansatz wurden 100 Zellen analysiert. n = 1. ***p < 0,001.
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4.3.2 Einfluss von Ausreifung und MV-Infektion dendritischer Zellen auf die

Migration primarer T-Zellen

Bisher erfolgte die Analyse der T-Zellchemotaxis in Antwort auf mDCs. Ob
unterschiedlich behandelte DCs sich hinsichtlich ihres chemoattraktiven Potenzials

unterscheiden, wurde nachfolgend in Transwell-Assays untersucht.

Zunachst wurde die T-Zellchemotaxis in Antwort auf iDCs und auf mDCs verglichen.
Die 24-stundige Behandlung zur Ausreifung erfolgte wie in Abschnitt 4.3.1. Nach
Quantifizierung mittels Counterbeads und Berechnung des Migrationsindex konnte
festgestellt werden, dass auch iDCs T-Zellchemotaxis induzierten, und zwar, wie der
Abbildung 32 zu entnehmen ist, ebenso effizient wie mDCs (p = 0,25).

Migrationsindex

iDCs mDCs

Abbildung 32: Vergleich des chemoattraktiven Potenzials zwischen iDCs und mDCs. DCs wurden
mittels LPS oder TNF-a, PGE,, IL-1B und IL-6f ausgereift. Der Transwell-Assay erfolgte 24 h nach
Zugabe der Induktoren. Dargestellt sind die Migrationsindices. n = 3.

DCs, die vor dem Transwell-Assay fur 24 h MV (MOI 2) bzw. Mock exponiert waren,
induzierten T-Zell-Migration mit den in Abbildung 33 dargestellten Migrationsindices
von 2,23 £ 0,73 (Mock-behandelte iDCs), 2,29 £ 0,66 (mDCs) und 1,96 + 0,72 (MV-
infizierten DCs). Es zeigten sich weder signifikante Unterschiede untereinander noch zu
mDCs (p = 0,36).
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Abbildung 33: Vergleich des chemoattraktiven Potenzials nach Ausreifung und MV-Infektion. DCs
wurden mit Mock behandelt, mit MV infiziert und ausgereift. 24 h nach Behandlung erfolgte der
Transwell-Assay. Die Ergebnisse sind in Form des Migrationsindex abgebildet. n = 3.

4.3.3 Bedeutung des S1Pi-Rezeptors fiir die Migration primérer T-Zellen in
Antwort auf mDCs

Bisher lieRen sich lediglich Aussagen Uber das allgemeine chemoattraktive Potenzial
dendritischer Zellen treffen, nicht jedoch Uber die involvierten einzelnen Chemokine.
Um S1P als moglichen Mediator zu identifizieren, wurde zunéchst die Beteiligung des
S1P1-Rezeptors fiir die T-Zellmigration Uberprift.

4.3.3.1 Oberflachenexpression des S1Pi-Rezeptors in T-Zellen nach Einsetzen in
serumfreies Medium

Die Oberflachenexpression des S1Pi-Rezeptors ist notwendige Voraussetzung fir die
Reaktivitdt von T-Zellen Uber diese Signaltransduktion. Sie wurde zu verschiedenen
Zeitpunkten ~ nach  Ansetzen einer  Kultur mit  serumfreien  X-Vivo
durchflusszytometrisch bestimmt. Die Kinetik der Anzahl S1Pi-positiver Zellen ist in
Abbildung 34 dargestellt. Es zeigte sich erst nach 24 h eine signifikante Zunahme der
S1P:1-Oberflachenexpression (p <0,05). Zu diesem Zeitpunkt lag der Anteil S1P:-
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positiver T-Zellen bei 40,5 % * 13,9 %. Zusétzlich wurde bei einem Spender ein
weiterer Zeitpunkt nach 48 h in die Messungen aufgenommen. Der beobachtete
Aufwartstrend setzte sich nicht fort. Aufgrund dieser S1P1-Kinetik wurden in folgende

Experimente nur noch T-Zellen nach 24-stiindigen serumfreier Kultur (X-Vivo)

eingesetzt.
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0 2 8 24 48
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Abbildung 34: S1Pi-Oberflachenexpression in T-Zellen nach Einsetzen in X-Vivo. Zellen wurden
nach 0h, 2h, 8h sowie 24 h serumfreier X-Vivo-Kultur mit einem S1P;-Antikoérper gefarbt und
durchflusszytometrisch untersucht. Bei n = 1 wurde zusétzlich nach 48 h die S1P;-Oberflachenexpression
analysiert. Als S1P;-positiv galten Zellen, die héhere Intensitaten als bei Farbung mit Isotyp-Antikdrper
aufwiesen. In der Darstellung bezieht sich der Signifikanztest auf einen Unterschied zwischen 0 h und
24 h nach Ansetzen der Kultur. n = 4. *p < 0,05.

4.3.3.2 Wirkung des S1P1/S1P3-Rezeptor-Inhibitors VPC 23019 auf die T-Zellviabilitét
Da T-Zellen S1P1 an ihrer Oberflache exprimierten, wurde analysiert, ob die Hemmung
dieses Rezeptors durch VPC 23019 (kompetitiver Antagonist sowohl fir S1P: als auch
S1Ps3) in einer reduzierten Chemotaxis auf mDCs resultierte.

Der Einfluss von VPC 23019 auf die Viabilitat der T-Zellen wurde nach zweistundiger
Inhibitor-Behandlung (50 uM) durchflusszytometrisch Gberprift. Abbildung 35
vergleicht Pl-positive Zellen zwischen Inhibitor-, Losungsmittel- und unbehandelten

T-Zellen. Unter den getesteten Bedingungen zeigte sich keine Zytotoxizitat des
Inhibitors.
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Abbildung 35: Prifung von VPC 23019 auf T-Zellzytotoxizitat. T-Zellen wurden tber 2 h mit
Inhibitor (50 uM) (rote Linie) und dessen Losungsmittel (LM) (schwarze Linie) behandelt. Der
Vitalitatstest erfolgte Uber Farbung toter Zellen mittels Propidiumiodid (PI), welche anschlieRend
durchflusszytometrisch detektiert wurden. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen (graue Linie).
Dargestellt sind die Ergebnisse in Form eines Histogramms (A) und die Veranderungen des Anteils an
Pl-positiven Zellen (B).

4.3.3.3 Auswirkungen des Inhibitors VPC 23019 auf die T-Zellchemotaxis in Antwort
auf mDCs

Um die Auswirkung einer Behandlung mit VPC 23019 auf die Migrationsbereitschaft
von T-Zellen in Antwort auf mDCs zu untersuchen, wurden diese fur 1,5 h mit Inhibitor
(oder Losungsmittel) vor der Analyse der T-Zellchemotaxis inkubiert. Es ergaben sich
keine signifikanten Unterschiede fiir die ermittelten Migrationsindices (p =0,28),
tendenziell war jedoch eine leichte Reduzierung des Index nach Inhibitor Behandlung

Zu sehen war.
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Abbildung 36: T-Zellchemotaxis in Antwort auf mDCs nach Hemmung von S1P: und S1Ps.
T-Zellen wurden 1,5 h mit VPC 23019 (50 uM) und Loésungsmittel (LM) prdinkubiert oder unbehandelt
belassen. Die verschieden behandelten T-Zellen wurden im Transwell-Assay auf ihre spontane
Migrationsbereitschaft und die induzierte Chemotaxis in Antwort auf mDCs untersucht. Abgebildet sind
die Migrationsindices dieser Analyse. n = 4.

4.3.4 Einfluss des Sphingosinkinase-Inhibitors SKI-11 auf die T-Zellchemotaxis

in Antwort auf mDCs

Die bisherige Untersuchung zur Rolle S1Ps bei T-Zellchemotaxis betraf einzig dessen
Signaltransduktion via S1P1 und S1Ps. Um eine allgemeinere Aussage zum Beitrag S1Ps
zur T-Zell-Attraktion zu erhalten, sollte nun die S1P-Menge in den DCs durch

Hemmung der SphK vermindert werden.

4.3.4.1 Wirkung des SphK-Inhibitors SKI-11 auf die Zellviabilitat

Zur Hemmung wurde der Inhibitor SKI-I1 verwendet, der sowohl SphK1 und SphK2
blockiert. Zur Ermittlung seiner Toxizitdt wurde SKI-1I (10 uM) oder dessen
Losungsmittel fir 5 h zu einer Mischpopulation von DCs und T-Zellen gegeben, die
nachfolgend auf ihren Anteil Pl-positiver Zellen durchflusszytometrisch analysiert
wurde. Hierbei konnte keine (fir DCs) bzw. eine geringe Zunahme der Pl-positiver
Zellen auf ca. 1 % (fur T-Zellen) gemessen werden (Abb. 37). Auf DCs erwies sich

SKI-11 interessanterweise vielmehr als vitalitatsfordernd.
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Abbildung 37: Prufung von SKI-1I auf Zytotoxizitdt. DCs und T-Zellen wurden (ber 5h in
Anwesenheit des Inhibitors SKI-II (10 uM) (rote Linie) und dessen Ldsungsmittels (schwarze Linie),
sowie als Kontrolle unbehandelt (graue Linie) inkubiert. Dargestellt sind die Ergebnisse in Form eines
Histogramms und die Veranderungen in Bezug auf die unbehandelte Kontrolle sowohl bei DCs (A) als
auch bei T-Zellen (B).

4.3.4.2 Einfluss des Inhibitors SKI-1I auf die T-Zellchemotaxis

Zur Untersuchung der Auswirkungen einer SKI-11-Behandlung auf das chemoattraktive
Potenzial von mDCs wurden diese uUber 2 h mit Inhibitor (oder dem Ldsungsmittel)
prainkubiert. Der anschlielende Transwell-Assay erfolgte in Anwesenheit des Inhibitors
im unteren Kompartiment. Wie in Abbildung 38 zu sehen, reduzierte die Behandlung

mit SKI-Il (p <0,05), nicht aber mit dem Lésungsmittel die T-Zellchemotaxis auf
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mDCs. Die Anzahl migrierter T-Zellen nahm in Antwort auf SKI-I1-behandelte mDCs
im Vergleich zu unbehandelten mDCs um 34,0+16,4% ab. Im Vergleich zur

Losungsmittelkontrolle zeigte sich jedoch kein signifikanter Unterschied (p = 0,08).

n.s. n.s.
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Abbildung 38: Effekt einer SKI-11 Behandlung auf das chemoattraktive Potenzial von mDCs. In
Anwesenheit des Inhibitors (10 pM) wurden mDCs tber 2 h prdinkubiert. Der Transwell-Assay erfolgte
ebenso in Anwesenheit von SKI-Il im unteren Kompartiment. Mit Losungsmittel- und unbehandelten
mDCs wurde ebenso verfahren. Dargestellt ist die Anzahl der migrierten T-Zellen in Bezug auf
unbehandelte mDCs. n = 5. *p < 0,05.

Der Transwell-Assay erfolgte in Anwesenheit des Inhibitors, wodurch ein Einfluss auf
die im oberen Kompartiment vorhandenen T-Zellen mdglich war. Um diesen zu
evaluieren, wurde unter denselben Bedingungen die Wirkung von SKI-I1 auf die durch
SDF-1a induzierte T-Zellchemotaxis untersucht. Der Transwell-Assay erfolgte analog
zum vorherigen Versuch in Anwesenheit von SKI-IlI oder Ldsungsmittel im unteren
Kompartiment. Anstelle der mDCs wurde SDF-1a eingesetzt. Hierbei war unter keiner
der beiden Bedingungen ein zur Kontrolle (nur SDF-1a) signifikanter Unterschied der
SDF-1a-abhéngigen T-Zell-Chemotaxis zu sehen (Losungsmittel: p = 0,46; SKI-II:
p=0,92), sodass eine Wirkung SKI-II auf allgemeine Mechanismen der
T-Zellmigration ausgeschlossen werden konnte (Abb. 39).
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Abbildung 39: Auswirkungen von SKI-Il auf die SDF-la-vermittelte T-Zellchemotaxis. In
Anwesenheit des Inhibitors im unteren Kompartiment wurde im Transwell-Assay die Antwort von
T-Zellen auf SDF-1a analysiert. Daneben erfolgte der Transwell-Assay auch auf SDF-1a ohne Zusétze
und SDF-1o mit Losungsmittel. Dargestellt ist die Anzahl der migrierten T-Zellen in Bezug auf SDF-1a
ohne Zusétze. n = 3.

4.3.5 Bedeutung der Aktivitdt der SphK1 in DCs fiir das Migrationsverhalten

primarer T-Zellen

Da die Ergebnisse aus Abschnitt 4.3.4 keine eindeutigen Aussagen zum Wirkort des
Inhibitors und damit zum Anteil der Sphingosinkinasen am chemoattraktiven Potenzial

dendritischer Zellen zulieRRen, wurde die SphK1 nun gezielt in DCs unterdruckt.

Hierfiir wurden DCs mit einer SphK1-siRNA bzw. Kontroll-siRNA (ctrl) transfiziert.
Die Uberpriifung der Reduktion der mRNA-Expression erfolgte ber RT-PCR und
anschlieRender Densitometrie. Die residuale Expression der SphK1-spezifischen mRNA
lag bei 50,2 + 25,8 %.

Nach erfolgreicher Transfektion folgte die Ausreifung der DCs nach den beschriebenen
Protokollen. Wie durchflusszytometrisch ermittelt, war eine hohe Expression von CD86
bereits ohne LPS-Behandlung (iDCs) unabhéngig vom Einsatz von SphK1- oder ctrl-
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SIRNA messbar (Abb. 40), weshalb die Einleitung eines unspezifischen
Reifungsprozesses alleine durch die Transfektionsreagenzien selbst anzunehmen ist.
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Abbildung 40: Durchflusszytometrische Analyse transfizierter DCs. Zellen wurden mit
SphK1-siRNA (SphK1 KD) bzw. Kontroll-siRNA (ctrl) transfiziert und anschlieBend mittels LPS oder
TNF-0, PGE,, IL-1B und IL-6p ausgereift. 24 h spiter erfolgte die Farbung der DCs mit einem CD86-
Antikorper. Als CD86-positiv galten Zellen, die durchflusszytometrisch héhere Intensitaten als der Isotyp
aufwiesen. Dargestellt ist die Anzahl CD86-positiver iDCs und mDCs unabhédngig von der gewéhlten
SsiRNA.n=3.

Um zu untersuchen, ob sich die Reduktion der Expression der SphK1 in mDCs auf
deren chemoattraktives Potenzial auswirkte, wurden im Transwell-Assay ctrl-siRNA-
und SphK1-siRNA-transfizierte mDCs verglichen. Wie in Abbildung 41 zu sehen,
konnte hierbei kein Unterschied detektiert werden (p =0,75). Demnach induzierten
mDCs mit verminderter SphK1-Expression T-Zellchemotaxis quantitativ im selben

MaRe wie Kontrollzellen.
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Abbildung 41: T-Zellchemotaxis nach Transfektion von DCs mit SphK1-siRNA. DCs wurden mit
SphK1-siRNA (SphK1-KD) bzw. Kontroll-siRNA (ctrl) transfiziert und ausgereift. Ihr chemoattraktives
Potenzial auf T-Zellen wurde im Transwell-Assay untersucht. Dargestellt sind die Migrationsindices.
n=3.

4.3.6 Einfluss des SphK2-Inhibitors K145 auf die Migration priméarer T-Zellen

in Antwort auf mDCs

Um eine Aussage Uber die Rolle der SphK2 treffen zu kénnen, wurde diese im
Folgenden mittels K145 gehemmt. Wéhrend SKI-1I sowohl auf die SphK1 als auch auf
die SphK2 wirkt, ist der Inhibitor K145 spezifisch fir die SphK2.

4.3.6.1 Wirkung des SphK2-Inhibitors K145 auf die Zellviabilitat

Analog zu der Untersuchung von SKI-11 wurde der Inhibitor zunéchst 5 h nach seiner
Applikation in Konzentrationen von 5 puM, 10 uM und 20 puM an einer Mischpopulation
von DCs und T-Zellen auf Zytotoxizitat geprift. Es zeigte sich, dass nur in der hochsten
Konzentration die Viabilitat von sowohl T- als auch dendritischen Zellen signifikant
beeintrachtigt war (Abb. 42), weshalb fur nachfolgende Experimente Konzentrationen

unter 20 uM gewéhlt wurden.
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Abbildung 42: Prifung von K145 auf Zytotoxizitdt. DCs und T-Zellen wurden 5h lang in
Anwesenheit des Inhibitor K145 inkubiert, sowie als Kontrolle unbehandelt belassen (hellgraue Fillung).
Dabei wurden Konzentrationen von 5 pM (graue Linie), 10 pM (schwarz Linie) und 20 uM (rote Linie)
eingesetzt. Dargestellt sind die Ergebnisse in Form eines Histogramms und die Verénderungen in Bezug
auf die unbehandelte Kontrolle sowohl bei DCs (A) als auch bei T-Zellen (B).

4.3.6.2 Einfluss des Inhibitors K145 auf die T-Zellchemotaxis

Um den Effekt von K145 auf die T-Zellchemotaxis zu untersuchen, wurden mDCs 2 h
vor Beginn des Transwell-Assays mit Inhibitor (oder Lodsungsmittel) inkubiert.
Eingesetzt wurde der Inhibitor mit einer Konzentration von 10 uM, bei einem Spender

zusétzlich mit 5 puM. Dadurch konnten mégliche dosisabhéngige Effekte Uberpruft
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werden. Inhibitor-behandelte mDCs induzierten T-Zellchemotaxis zwar in geringerem
Ausmal als unbehandelte mDCs , die Reduktion um 83,0 % + 11,3 % war jedoch nicht
signifikant (p = 0,12). Beim einmaligen Einsatz einer Konzentration von 5 uM zeigte
sich eine Dosisabhéngigkeit. Die Behandlung mit 5 uM K145 fiihrte zu einer geringeren
Reduktion der T-Zellchemotaxis als diejenige mit 10 pM.
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Abbildung 43: Effekt von K145 auf das chemoattraktive Potenzial von mDCs. In Anwesenheit des
Inhibitors im unteren Kompartiment wurden mDCs (ber 2 h préainkubiert und der Transwell-Assay
durchgefiihrt. Die Lésungsmittelkontrolle wurde dabei passend zur eingesetzten Konzentration gewahlt.
Diese betrug 10 uM (A) und bei einer Probe zur Uberpriifung auf Dosisabhéngigkeit der Wirkung
zusétzlich 5 uM (B). Dargestellt ist die Anzahl der migrierten T-Zellen in Bezug auf unbehandelte mDCs.
n=3.

Wie fir SKI-1I bestand die Mdoglichkeit, dass K145 auch auf die allgemeine
Migrationsfahigkeit von T-Zellen wirkte, weshalb ein mDCs-unabhéngiger Effekt des
Inhibitors mittels SDF-1a—induzierter Chemotaxis getestet wurde. In Abbildung 44 ist
eine Reduktion der migrierten T-Zellen im Vergleich zu reinem SDF-1a bereits bei der
Losungsmittelkontrolle zu erkennen. Die Zugabe von K145 fihrte zu einer noch
deutlicheren Reduktion um nahezu 90 %. So wirkte der SphK2 Inhibitor im Gegensatz

zu SKI-I1 auch auf die SDF-1a-induzierte Migrationsfahigkeit von T-Zellen.
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Abbildung 44: Effekt von K145 auf die SDF-1a-vermittelte T-Zellchemotaxis. In Anwesenheit des
Inhibitors (10 uM) im unteren Kompartiment wurde im Transwell-Assay die Antwort von T-Zellen auf
SDF-1la analysiert. Die Kontrollen beinhalteten Ansétze mit SDF-la und Losungsmittelzugabe, sowie
ohne Zusatz. Dargestellt ist die Anzahl der migrierten T-Zellen in Bezug auf SDF-1a ohne Zusétze. n = 1.

4.3.7 Bedeutung der SphK2-Aktivitdt in DCs flr das Migrationsverhalten

primérer T-Zellen

Da in Analogie zu den Untersuchungen mittels SKI-11 auch die bisherigen Ergebnisse
zur Bedeutung der SphK2 in DCs keine eindeutige Aussage zulieRen, wurde im
Folgenden mittels siRNA-Transfektion gezielt die SphK2 in DCs adressiert und somit
ein moglicher Effekt der SphK2-Inhibition in T-Zellen umgangen.

Hierzu wurden DCs mit SphK2-siRNA transfiziert, woraufhin die residuale Expression
der SphK2-spezifischen mRNA bei 47,0 £ 15,6 % lag.

Wie in Abbildung 45 zu sehen, unterschieden sich iDCs und mDCs nach dem
Transfektionsvorgang hinsichtlich ihrer CD86-Expression nicht (p=0,14). Die
eingesetzte siRNA (ctrl- versus SphK2-siRNA) hatte dabei keine Bedeutung. Aufgrund
der hohen Oberflachenexpression des Reifungsmarkers im Vergleich zu Isotyp-
Farbungen scheint die Transfektion selbst, wie in Abschnitt 4.3.5 beschrieben, einen

Reifungsprozess zu initiieren.
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Abbildung 45: Durchflusszytometrische Analyse der CD86-Oberflachenexpression in transfizierten
DCs. Zellen wurden mit SphK2-siRNA bzw. ctrl-siRNA transfiziert und anschlielend mittels LPS oder
TNF-0, PGE, IL-1B und IL-6p ausgereift. 24 h spater wurden sie mit CD86-Antikdrper gefarbt und
durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt ist die Anzahl CD86-positiver iDCs und mDCs unabhdangig
von der gewahlten siRNA. n = 3.

Die Induktion der T-Zellchemotaxis erfolgte im Transwell-Assay mit ctrl-siRNA- und
SphK2-siRNA-transfizierten mDCs. Die Transfektion mit SphK2-siRNA flihrte zu
keiner signifikanten Reduktion des Migrationsindex (p = 0,75) (Abb. 46).
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Abbildung 46: Auswirkungen einer Transfektion mit SphK2-siRNA auf das chemoattraktive
Potenzial dendritischer Zellen. DCs wurden mit SphK2-siRNA (SphK2-KD) bzw. ctrl-siRNA
transfiziert, anschlieBend ausgereift und als Induktoren fir die T-Zellchemotaxis im Transwell-Assay
eingesetzt. Dargestellt sind die Ergebnisse als Migrationsindices. n = 3.

87



5. Diskussion

Frihere Arbeiten der Arbeitsgruppe zeigten, dass die Effizienz der MV-Infektion
deutlich von der Interaktion mit Sphingolipiden abhangt und die Induktion einer
adaptiven  Immunantwort durch eine  MV-vermittelte  Dysregulation  des
Sphingolipidmetabolismus gestort werden kann (Mueller et al. 2014; Avota et al. 2011;
Gassert et al. 2009). DCs sind in diese Prozesse mal3geblich involviert, da sie primére
Zielzellen des MV darstellen, die Virusdissemination fordern und gleichzeitig die
Induktion der adaptiven Immunantwort vermitteln. Angesichts dieser pathogenetischen
Relevanz wurde in der vorliegenden Arbeit der Beitrag S1Ps auf die Funktionalitat
dendritischer Zellen untersucht und mit weiteren inflammatorischen Bedingungen

verglichen.

5.1 Vorkommen von S1P in humanen DCs

Die Bedeutung S1Ps fiir zahlreiche (patho)physiologische Prozesse ist intensiv
beforscht (Spiegel und Milstien 2011), ebenso dessen Konzentration und
Kompartimentierung innerhalb des Korpers (Dixit et al. 2019). Frih wurde der hohe
S1P-Gehalt im Blut festgestellt, der im Wesentlichen durch die kontinuierliche
Sekretion durch Erythrozyten aufrechterhalten wird (Hanel et al. 2007). Bekannte
temporédrer Schwankungen im Blut entstehen beispielsweise im Rahmen der
Thrombozytenaggregation, wo S1P durch Thrombozyten, oder in Antwort auf
Scherkréfte, wo S1P durch Endothelzellen abgegeben wird (Venkataraman et al. 2008;
Jonnalagadda et al. 2014). Weniger klar ist die Verteilung in anderen Kompartimenten.
Das komplexe Gleichgewicht des S1P-Metabolismus und die ubiquitére Expression der
involvierten Enzyme verkomplizieren Aussagen zum S1P-Vorkommen. Durch direkte
Lipidmessungen und verschiedene indirekte Methoden ist es dennoch mdglich, S1P-
Gradienten in lymphatischen und nicht-lymphatischen Geweben zu detektieren. Eine

zellspezifische Regulation der S1P-Synthese liegt nahe (Dixit et al. 2019).
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DCs wurden als wesentlich fir das Aufrechterhalten niedriger S1P-Konzentrationen
innerhalb des Thymus beschrieben, wobei sie S1P-Lyase vermittelt extrazellulares S1P
regulierten (Zamora-Pineda et al. 2016). Unklar ist ihr Einfluss in anderen
lymphatischen und nicht-lymphatischen Geweben, sowie ihre Kapazitat, selbst S1P zu
produzieren. Insbesondere im humanen System ist die Untersuchung zellularer S1P-
Quellen notwendig, da bisherige Daten meist auf Tiermodellen beruhen und speziell das
murine System Unterschiede im S1P-Metabolismus aufweist (Ksiazek et al. 2015;
Dahm et al. 2006).

In humanen peripheren Leukozyten wurde S1P nachgewiesen (Dahm et al. 2006). Dabei
erfolgte keine weitere Auftrennung nach Zelltypen. Jedoch machte eine beschriebene
Expression der SphK1 in humanen DCs diese als S1P-Quellen wahrscheinlich
(Eigenbrod et al. 2006). In der vorliegenden Arbeit wurde in iDCs die Expression
S1P-metabolisierender Enzyme, hierbei erstmalig neben der SphK1 auch die SphK2,
und ein im Vergleich zu Erythrozyten hohes intrazellulares Vorkommen an S1P
nachgewiesen (Abb. 25, Abb. 14). Eine kontinuierliche Produktion S1Ps liegt damit
nahe. Erstaunlicherweise stimmen die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Werte mit
3,00 + 1,32 pmol in 1 x 10° humanen iDCs mit fiir murine iDCs publizierten (iberein
(Schwiebs et al. 2016). In Anbetracht der Vergleichbarkeit der fir S1P und dessen
Vorlaufer Sphingosin gemessenen Werte ist eine spezielle Speicherfunktion fur S1P in
DCs nicht anzunehmen. Betrachtet man dahingegen den S1P-Gehalt in Erythrozyten in
Relation zu derer geringen ZellgréRe, zu ihrem grofen Vorkommen im Blut und zum
vergleichsweise niedrigen Gehalt an Sphingosin, wird die erythrozytare
Speicherkapazitat fur S1P deutlich (Abb. 14). Diese ist allgemein anerkannt (Hanel et
al. 2007).

5.1.1 Einfluss einer Ausreifung auf den S1P-Status dendritischer Zellen

Der belegte pathogenetische Beitrag S1Ps bei chronisch entzindlichen und infektidsen
Erkrankungen (Proia und Hla 2015), sowie ein verstarkter SphK1-Nachweis in
inflammatorischem Gewebe (Jaigirdar et al. 2017) machen Untersuchungen zum S1P-
Metabolismus in mDCs interessant. Die Ausreifung von DCs erfolgt in der Regel in
Antwort auf Pathogen-Erkennung (in vitro wie auch in dieser Arbeit durch LPS-
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Behandlung dargestellt) oder Entziindungsmediatoren (in dieser Arbeit durch TNF-a
mit PGE2, IL-1P und IL-6f dargestellt) (Abb. 15).

In der Literatur finden sich zum Einfluss von LPS auf die S1P-Produktion
unterschiedliche Beobachtungen: Einer vermehrten Synthese in murinen Splenozyten
(Schroder et al. 2011) steht eine Verminderung des S1P-Gehalts in murinen DCs nach
LPS-Stimulation gegeniber (Schwiebs et al. 2016). In Splenozyten erfolgte die LPS-
abhangige Regulation durch SphK1 und SphK2, deren mRNA-Expression nach 2 h
bzw. Aktivitat nach 14 h zunahm. Die murinen DCs zeigten eine LPS-abhéngige
Reduktion des S1P-Gehalts im langfristigen Verlauf. Nach 4 h wiesen sie zudem eine
hyperaktive Phase mit kurzfristigem S1P-Anstieg auf. In SphK1-depletierten M&usen
unterblieb dieser initiale Anstieg, die Abnahme des S1P-Pools zu spateren Zeitpunkten
bis nach 48 h war vergleichbar mit den wildtypischen DCs. Damit war nach LPS-
Stimulation die kurzfristige Zunahme, nicht aber die Abnahme des S1P-Pools SphK1-
abhéngig (Schwiebs et al. 2016). Wie auch fur LPS wurden fir die Stimulation mittels
TNF-a in verschiedenen Zelltypen SphK1-abhé&ngige Signalwege identifiziert. Dabei
wirkte es als SphK-Aktivator unter anderem in HEK-Zellen, einer Endothelzelllinie und
in glatten Muskelzellen (Pitson et al. 2003; Palma et al. 2006; Scherer et al. 2010). In
humanen DCs hingegen wurde nach Ausreifung mittels TNF-a semiquantitativ eine

verminderte SphK1-Expression ermittelt (Eigenbrod et al. 2006).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit induzierten beide Stimuli (LPS und pro-
inflammatorische Zytokine) nach 24 h eine Reduktion des S1P-Gehalts, deren Ausmaf
unabhéngig vom jeweiligen Ausreifungsprotokoll war (Abb. 16). Dies bestatigt die
oben beschriebenen langfristigen Beobachtungen in LPS-ausgereiften murinen DCs
(Schwiebs et al. 2016), und konnte eine verminderte SphK1-Expression in TNF-a-
ausgereiften humanen DCs reflektieren (Eigenbrod et al. 2006), die sich jedoch auf
MRNA-Ebene nicht nachweisen lieR. Ebenso zeigte sich die mMRNA-Menge der SphK2
und SPL 24 h nach Ausreifung unverandert (Abb. 25), ihre Enzymaktivitat wurde in der
vorliegenden Arbeit nicht untersucht. Eine Modulation anderer Enzyme des S1P-
Metabolismus als Ursache des verringerten S1P-Gehalts in mDCs wurde mit der
Messung der Sphingomyelinasenaktivitat (Abb. 20) und der Bestimmung der S1P-

Vorlaufer (Abb. 22) unwahrscheinlich. Alternativ kann die intrazelluldare S1P-
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Konzentration Uber die Aufnahme aus der Umgebung oder ber Sekretion reguliert
werden. Dies spielt zum Beispiel beim S1P-Speicheraufbau in Erythrozyten eine
bedeutende Rolle (Hanel et al. 2007). Bei den ausgefiihrten Ergebnissen in DCs ware
eine vermehrte Sekretion nach Ausreifung als ein Mechanismus zur Reduktion des
intrazellularen S1Ps denkbar. Der S1P-Gehalt in DC-Uberstanden konnte im Rahmen
der vorliegenden Arbeit aufgrund Limitationen der Nachweismethodik nicht bestimmt
werden. Das Expressionsniveau des S1P1 kann als Surrogatmarker flr extrazellulares
S1P betrachtet werden, da hohe extrazelluldre S1P-Konzentrationen Internalisierung
induzieren (Liu et al. 1999). Mit Hilfe dieser spezifischen Regulation wurde die S1P-
Verteilung in der murinen Milz beschrieben (Ramos-Perez et al. 2015). In Anlehnung
an diese Publikation wurde in der vorliegenden Arbeit die durchflusszytometrisch
gemessene Kinetik der Oberflachenexpression von S1Pi1 als Indikator des
extrazellularen S1Ps und damit dessen Sekretion gewertet. Es ergaben sich keine
Hinweise auf eine reduzierte Oberflachenexpression des S1P1 nach Ausreifung
(Abb. 19), wodurch erhohte S1P-Sekretion als Mechanismus nicht wahrscheinlich ist.
Dies konnte durch Messungen des extrazellularen S1P-Gehaltes, was heute nach
Verbesserung der Nachweismethodik moglich ist, erhartet werden. In Anbetracht der
ausgefiihrten Uberlegungen ist unter den gegebenen Versuchsbedingungen eine
Regulation der direkten S1P-metabolisierenden Enzyme auf translationaler oder

Aktivitatsebene mit folgender Reduktion des S1P-Gehaltes in mDCs anzunehmen.

5.1.2 Einfluss einer MV-Infektion auf den S1P-Status dendritischer Zellen

Fur andere (nicht LPS-vermittelte) Infektionsgeschehen ist eine Bedeutung von S1P
bzw. der SphK1 bekannt (Arish et al. 2016). Die Auswirkung auf die Aktivitat der
SphK1 ist dabei erregerspezifisch. Eine Hemmung der SphK1 wirkt sich positiv auf das
intrazellulare Uberleben des Mycobacteriums tuberculosis in Makrophagen aus (Malik
et al. 2003), sowie auf die Replikation des Erregers der bovinen Virusdiarrhoe (Yamane
et al. 2009). Im Gegensatz dazu steht der positive Einfluss der SphK1 auf die
Replikationseffizienz des MV in Lymphoblasten einer Affenzelllinie (B95-8) (Vijayan
et al. 2014).

In der vorliegenden Arbeit wurde der S1P-Metabolismus MV-infizierter DCs dem der

,klassisch® ausgereiften DCs gegenlbergestellt (Abb. 18). Die Ausreifung Uber
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Pathogen-Erkennung (LPS) bzw. uber inflammatorische Zytokine (TNF-a mit PGEx,
IL-1B und IL-6B) resultierte in einer Reduktion des intrazelluldren S1P-Gehalts. Eine
MV-Infektion, die ebenfalls eine phénotypische DC-Reifung induziert (Verhasselt et al.
1997; Cella et al. 1997; Klagge et al. 2000), induzierte diese Reduktion nicht. In MV-
hoch-infizierten DC-Kulturen konnte vielmehr eine Retention eines den iDCs
vergleichbaren S1P-Spiegels beobachtet werden (Abb. 18). Die Retention des S1P mag
neben der im Vergleich zur LPS-Reifung weniger effizienten Hochregulation von CD86
(Abb. 17), inflammatorischer Zytokine und Chemokin-Rezeptoren, sowie der
eingeschrankten Befahigung zur Konjugatbildung mit T-Zellen einen weiteren
Parameter der durch MV-induzierten inkompletten DC-Reifung reprasentieren (Schnorr
et al. 1997; Abt 2006; Abt et al. 2009; Shishkova et al. 2007).

Ebenso wie nach Ausreifung mittels LPS oder inflammatorischer Zytokine induzierte
die MV-Infektion nach 24 h weder die Sphingomyelinasenaktivitdt (Abb. 20), noch
erhohte Spiegel der S1P-Vorlaufer (Abb. 22). Eine intrazelluldare S1P-Retention infolge
verminderter Sekretion nach MV-Infektion erschien unwahrscheinlich, da eine zu
erwartende Hochregulation der Oberflachenexpression von S1P: ausblieb (Abb. 19).
Damit ist eine MV-abhédngige Regulation der direkten S1P-metabolisierenden Enzyme
(SphK1, SphK2, SPL) anzunehmen. Die in der Arbeit von Vijayan beschriebene MV-
induzierte SphK1-Expression in B95-8-Zellen (Vijayan et al. 2014) konnte in humanen
MV-infizierten DCs nicht gezeigt werden, es zeigten sich auch keine Veranderungen
der Akkumulation SphK2- und SPL-spezifischer mRNAs (Abb. 25). Da in humanen
bronchioalveoldren Krebszellen (H358) ebenfalls keine MV-induzierte SphK1-
Expression nachweisbar war, ist eine zellspezifische Regulation des S1P-Metabolismus
durch MV wahrscheinlich. In der vorliegenden Arbeit wurde eine Regulation der
direkten S1P-metabolisierenden Enzyme auf translationaler oder Aktivitatsebene in

DCs nicht adressiert, sollten aber Gegenstand weiterfiihrender Untersuchungen sein.

5.1.3 Einfluss einer Ausreifung oder MV-Infektion auf weitere Sphingolipide

In chronisch entzlindlichen und infektidsen Erkrankungen spielen Sphingolipide eine
wichtige Rolle (Hanada 2005; Maceyka und Spiegel 2014). Als Membrankomponenten
konnen sie den Eintritt bakterieller und viraler Pathogene in die Zelle regulieren.

Beispielsweise nutzt HIV neben seinen Proteinrezeptoren Glykosphingolipide als
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Eintrittspforten (Yahi et al. 1992). Glykosphingolipide vermitteln zudem die
Endozytose des Influenzavirus (Suzuki 1994). Die Sphingolipid-abhangige Interaktion
mit der Wirtsmembran kann durch Signale des Erregers gefordert werden, wie es bei der
Ceramid Anreicherung der Membran durch Rhino- und Masernviren (Dreschers et al.
2007; Avota et al. 2011), Neisseria gonorrhoeae und meningitidis (Grassme et al. 1997;
Simonis et al. 2014) sowie Clostridium perfringens (Ochi et al. 2004) beobachtet wurde.

In DCs ist beschrieben, dass TNF-a, IL-1B sowie LPS (in hoher Konzentration:
100 ug / ml) dber ihre respektiven Rezeptoren eine Akkumulation von Ceramid
induzieren kénnen (Sallusto et al. 1996; Falcone et al. 2004). Eine DC-SIGN-assoziierte
ASM- und NSM-Aktivierung mit erhohtem Ceramid-Spiegel wurde in DCs innerhalb
von Minuten auch nach MV-Kontakt beobachtet (Avota et al. 2011). Es blieb unklar, ob
die MV-Infektion der Zellen langerfristig die Akkumulation von Sphingolipidspezies
beeinflusst. Aufgrund ihrer Bioaktivitat hat eine solche Gleichgewichtsverschiebung der
Sphingolipide funktionelle Konsequenzen: Ceramid und Sphingosin hemmen
Zellproliferation und fordern Apoptose, wédhrend S1P vor allem anti-apoptotische
Vorgange reguliert und Ceramid-vermittelte Apoptose antagonisiert (Cuvillier et al.
1996; Taha et al. 2006; Qi et al. 2015).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit war im spateren Verlauf der MV-Infektion keine
erneute  Akkumulation von Ceramid nach Ausreifung mittels LPS bzw.
inflammatorischer  Zytokine oder MV-Kontakt zu erkennen (Abb.22). Die
Beschréankung der Differenzen zwischen mDCs und MV-infizierten DCs auf S1P
(Abb. 22) ist jedoch insbesondere bemerkenswert, da durch die Ko-Modulation
anaboler und kataboler Reaktionen Veranderungen weiterer Sphingolipidmetaboliten zu

erwarten waren.

Nicht nur die Quantitdt des Ceramids, sondern vielmehr die Zusammensetzung an
Fettsduren wurde als entscheidender Faktor fur dessen Aktivitat identifiziert (Hartmann
et al. 2012; Hartmann et al. 2013): Uberexpression spezifischer Synthetasen zeigte
dabei den proliferationsfordernden Charakter sehr langkettiger und den pro-apoptotische
Effekt langkettiger Ceramide bei Kolon- und Mammakarzinomzellen (Hartmann et al.
2012), wahrend bei Plattenepithelkarzinomzellen gegenteilige Effekte beschrieben sind

(Senkal et al. 2010). In der vorliegenden Arbeit veranderte sich der Anteil sehr lang-
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(C22, C24, C24:1) und langkettiger Fettsauren (C16) am Gesamtceramidpool nachhaltig
zugunsten der langkettigen Fettsduren nach Ausreifung der DCs, nicht jedoch nach MV-
Infektion (Abb. 24). Unklar bleibt die Auswirkung dieser Diskrepanz, da der Einfluss
der Kettenlange auf das Uberleben moglicherweise zelltyp-abhangig und fiir humane
DCs bisher nicht definiert ist.

5.1.4 Wirkungsort und mogliche Funktion des intrazellular gebildeten S1Ps

Das detektierte S1P kann sowohl als intrazellulérer als auch als extrazellularer Mediator
agieren. Eine kontinuierliche Sekretion intrazellulér produzierten S1Ps mithilfe des
Transporters ABCC1 wurde fur murine DCs beschrieben (Japtok et al. 2012). In
humanen DCs sind die sekretorischen Komponenten und involvierten Transporter

bisher nicht beschrieben.

Anhand des Surrogatmarkers S1P1 wurde in der vorliegenden Arbeit extrazellulares S1P
und damit dessen Sekretion beurteilt (siehe Abschnitt 5.1.1). Hier zeigte sich, dass nach
LPS-Ausreifung S1P1 hochreguliert wurde, was eine reifungsbedingt erniedrigte S1P-
Sekretion abbilden koénnte. In  MV-infizierten DC-Kulturen entsprach das
Expressionsniveau des S1P:1 dem der iDCs, was eine Ahnlichkeit deren extrazellularen
S1P-Konzentrationen implizieren konnte (Abb. 19, Abb. 18). Alternativ ist es moglich,
eine Sekretion des produzierten S1Ps anhand des involvierten Enzyms nachzuweisen.
SphK1-abhéngig generiertes S1P wird sezerniert, SphK2-abhangig generiertes verbleibt
meist intrazellular (Adada et al. 2015). Kompartiment-spezifische Analysen der SphK-

Aktivitat wurden jedoch im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht durchgefunhrt.

Ob Uber intrazellulare oder autokrine Wirkung, der S1P-Pool kann wichtige
Konsequenzen auf Zellvitalitat (siehe Abschnitt 5.1.3) und Funktion der DC haben. So
bewirkte die Stimulation der SphK1 eine verminderte Makropinozytose in murinen
iDCs (Japtok et al. 2012), Hemmung der SphK1 eine verstirkte endozytische Aktivitat
in humanen iDCs (Eigenbrod et al. 2006). Die fir mDCs beschriebene S1P-abhdngige
Regulation der Synthese inflammatorischer Zytokine legt dessen Einfluss auf die
Qualitat der Immunantwort nahe (Arlt et al. 2014; Schroder et al. 2011). In vitro
korrelierte Anwesenheit von extrazelluldarem S1P mit einer reduzierten I1L-12-Synthese

und -Ausschittung (Jung et al. 2007; Schaper et al. 2014), was vor dem Hintergrund der
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bekannten verminderten IL-12-Produktion in MV-infizierten DC-Kulturen besonders
interessant erscheint (Fugier-Vivier et al. 1997; Servet-Delprat et al. 2000; Atabani et al.
2001). Ob der hohere S1P-Gehalt in MV-infizierter DCs oder aber die Interferenz der
MV-Interaktion mit der LPS-induzierten TLR4-Aktivierung (Avota et al. 2011)
urséchlich fur die reduzierte IL-12-Produktion ist, bleibt weiteren Untersuchungen
vorbehalten. In der Arbeitsgruppe detektiert und publiziert ist die S1P-abhangige
Migration MV-infizierter DCs in einem 3D-Model des respiratorischen Epithels
(Derakhshani et al. 2019). Dabei zeigte sich die gesteigerte amoboide Fortbewegung
MV-infizierter DCs durch eine Inhibition der SphK1 oder der Rezeptoren S1P: und
S1Ps beeintrédchtig. Dies legt einen autokrin vermittelten Beitrag S1Ps zur MV-
induzierten DC-Migration nahe und identifiziert S1P als wesentlichen Faktor einer

erfolgreichen MV-Transmission.

Maogliche Wirkungen des intrazelluldr gebildeten S1Ps, die nicht die DC selbst, sondern
uber den Aufbau eines lokalen S1P-Gradients oder uber parakrine Signaltransduktion
weitere Zellen betreffen, sind bisher nicht identifiziert und wurden im zweiten Teil der
Arbeit analysiert. Die bereits diskutierte Sekretion des S1Ps ist dabei Voraussetzung

einer solchen Wirkung.

5.2  Bedeutung des S1Ps fur die T-Zellchemotaxis in Antwort auf DCs

S1P st in seiner Funktion als potenter T-Zellattraktant intensiv erforscht, S1P-
Gradienten zwischen bzw. innerhalb von Kompartimenten im besonderen Malie an der
Regulation lymphozytérer Migrationsvorgangen beteiligt (Simmons und Ishii 2014):
Ein S1P-Gradient zwischen verschiedenen Geweben wurde als entscheidender Faktor
zur Steuerung der Zirkulation von T-Zellen (Matloubian et al. 2004) sowie zur
Retention von T-Zellen am Entzindungsfokus identifiziert (Ledgerwood et al. 2008;
Jaigirdar et al. 2017). Der Aufbau eines S1P-Gradienten innerhalb eines Kompartiments
war fur den intrasplenalen Transport systemischer Antigene von Bedeutung (Cinamon
et al. 2008). Daneben wurde die Mdglichkeit einer Zellinteraktion durch lokales S1P
anhand der Induktion einer S1Pi- und S1Ps-abhdngigen T-Zellchemotaxis mittels
Uberstanden aus stimulierten Thrombozyten gezeigt (lino et al. 2014). Der Beitrag von
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S1P zur Interaktion von T-Zellen und DCs ist bisher unklar. Wie 1999 von Tang und
Cyster in einem biphasischen Modell beschrieben, gelangen sowohl T-Zellen als auch
DCs in Antwort auf Chemokine in die T-Zellzone, dort erh6hen weitere Chemokine die
Wahrscheinlichkeit eines Aufeinandertreffens von Antigen-spezifischer T-Zelle und
Antigen-présentierenden DC und ermdglichen so eine effiziente Interaktion (Tang und
Cyster 1999).

5.2.1 mDCs-induzierte T-Zellmigration

Die T-Zell-chemotaktische F&higkeit ausgereifter DCs, die auch in der vorliegenden
Arbeit bei mDCs beobachtet wurde (Abb. 29), ist bereits bekannt (Tang und Cyster
1999; Abt et al. 2009). Im Gegensatz zu den mit konditionierten Uberstanden aus
murinen bzw. humanen mDC-Kulturen erhaltenen beschriebenen Migrationsraten (10 %
der eingesetzten T-Zellen im murinen, 20 - 40 % im humanen System (Tang und Cyster
1999; Abt et al. 2009)), migrierten in der vorliegenden Arbeit im Mittel lediglich 2,4 %
der T-Zellen (Abb. 29). Die Griinde hierflr sind methodischer Natur und schlieen die
Wahl des Filters, die Anzahl eingesetzter DCs bzw. T-Zellen und die
Quantifizierungsmethode ein. Letztere unterliegt, wie aus dem Ergebnisteil hervorgeht,
deutlichen Schwankungen. Durchflusszytometrisches Messen der gesamten Probe oder
eine Zahlung Uber die Neubauer-Zahlkammer erwies sich aufgrund der geringen
Zellzahlen als zu ungenau, wahrend sich die vorwiegend angewendete Quantifizierung

mittels Counterbeads als besonders zuverléssig erwies.

Nach Bestatigung der Migration primérer T-Zellen in Antwort auf mDCs stellte sich die

Frage, ob S1P hierzu einen Beitrag leiste.

Wie in Abschnitt 5.1 diskutiert wurde, ist die Sekretion des in DCs detektierten S1Ps
wahrscheinlich und Voraussetzung zu dessen chemoattraktiver Wirkung. Fur T-Zellen
bestent eine direkte Korrelation zwischen Rezeptordichte und S1P-induzierter
T-Zellmigration (Messias et al. 2016), eine verstarkte S1Pi-Sensitivitat ist im
Zusammenhang mit serumfreier Kultur beschrieben (Mudd et al. 2013). Diese ist
wahrscheinlich durch erhéhte S1Pi-Oberflachenexpression in serumfreier (und damit
S1P-depletierter) Kultur bedingt. Daraus ergab sich in der vorliegenden Arbeit initial

der Hinweis auf einen Beitrag S1Ps zur mDCs-induzierten T-Zellchemotaxis, da die
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serumfreie Kultur von T-Zellen zu einer erhdhten Expression von S1P:1 und gleichzeitig
zu einer gesteigerten Migrationsfahigkeit fuhrte (Abb. 34, Abb. 28). Die aufgefiihrten
Ergebnisse waren jedoch aufgrund hoher interindividueller Schwankungen fir eine
statistische Korrelation zwischen S1Pi-Oberflachenexpression und mDCs-induzierter
Chemotaxis nicht ausreichend (Abb. 34, Abb. 28), weshalb die Validitat dieses
Hinweises und eine daraus folgende mdgliche Kausalitét fraglich sind.

S1P-vermittelte lymphozytare Migration erfolgt meist ber S1Pi, wie anhand von
MRNA-Messungen, Inhibitor-Analysen und Knockout-Modellen dokumentiert ist
(Allende et al. 2010; Messias et al. 2016). Bei der durch mDCs induzierten
T-Zellchemotaxis zeigte sich in der vorliegenden Arbeit keine Veranderung durch die
Hemmung von S1P:1 und S1Ps (Abb. 36), was einen Beitrag dieser Rezeptoren
unwahrscheinlich macht. S1P1 wurde insbesondere bei T-Zellen fir ihre Rezirkulation,
ihren Egress aus primaren lymphatischen Organen und fir die Thrombozyten-induzierte
Migration (hier neben S1P3) in seiner Bedeutung bestatigt (Matloubian et al. 2004; lino
et al. 2014). Prinzipiell ist jedoch auch eine Beteiligung der Rezeptoren S1P2, S1P4 und
S1Ps moglich. Fir S1Ps ist bislang keine Beteiligung an lymphozytaren
Migrationsprozessen beschrieben, wéhrend S1P2 Einfluss auf die Retention von
B-Zellen im Keimzentrum des Lymphknotens hat (Green et al. 2011) und S1Ps
NK-Zellen zum Entziindungsfokus mobilisiert (Walzer et al. 2007).

Eine rezeptorunabhéngige Beurteilung des Beitrags S1Ps zur T-Zellchemotaxis ist iber
die Reduktion des S1P-Gehalts in DCs mdglich. Eine Beteiligung der SphK1 wére in
diesem Zusammenhang naheliegend, da sie durch ihre aktivierungsbedingte
Translokation zur Plasmamembran wesentlich zur Synthese von sekretorischem S1P
beitragt. Die erhobenen Daten unterstiitzen jedoch eine Rolle der SphK1 fiur das
chemoattraktive Potenzial von mDCs nicht. So erwies sich die Abnahme der
T-Zellchemotaxis durch den SphK-Inhibitor SKI-II als unspezifisch (Abb. 38) und die
siRNA-vermittelte Ablation der SphK1 zeigte keinen Effekt auf die T-Zell-Attraktion
(Abb. 41), wobei hier die methodisch erreichte Ablation von nur 50 % zu nennen ist.
Die SphK2, die durch SKI-II ebenfalls unselektiv gehemmt wird, ist in der Lage, neben
anderen Faktoren den intra- und extrazelluldren S1P-Gehalt zu determinieren. Zwar

lasst ihre Position in der unmittelbaren Umgebung des Nukleus oder anderer
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intrazelluldrer Kompartimente primér nicht erhohte S1P-Sekretion vermuten, jedoch
war in SphK2-Knockout-Modellen auch die S1P-Plasmakonzentration wesentlich
reduziert (Kharel et al. 2005). Wie mittels spezifischer pharmakologischer (Inhibitor
K145) und genetischer Interferenz (SphK2-siRNA) gezeigt wurde (Abb. 43, Abb. 46),
scheint jedoch auch die SphK2 keinen Einfluss auf die T-Zell-Attraktion durch mDCs
zu haben. Diese Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese, dass unter den beschriebenen
Versuchsbedingungen weder die SphK1 noch die SphK2 einen bedeutenden Beitrag zur
T-Zellchemotaxis in Antwort auf mDCs leisten. Die zur Signaltransduktion erhobenen
Befunde, nach denen weder tber S1P1 noch uber S1Ps3 die T-Zellchemotaxis vermittelt
wurde, legen zusétzlich nahe, dass die in Abschnitt 1.4 aufgefiihrten Chemokine, nicht

jedoch S1P fir eine mDC-induzierte T-Zell-Chemotaxis relevant sind.

Chemotaxis ist ein hochsensibler Prozess. Schon geringe Konzentrationsschwankungen
kénnen sich auf die Effizienz der Chemotaxis auswirken bzw. zwischen Chemo- und
Fugetaxis entscheiden. Eine zweistindige DC-Prainkubation kdnnte folglich nicht die
optimale Dauer zur suffizienten S1P-Synthese sein, hinzu kommen interindividuelle
Differenzen. Dass S1P keinen Beitrag zur mDCs-induzierten T-Zellchemotaxis leiste,
ist somit als quantitative Aussage zur T-Zellchemotaxis unter den beschriebenen
Versuchsbedingungen ohne Betrachtung einzelner Subpopulationen zu werten. Eine
Prifung auf Verdnderungen des T-Zellsubset-Profils aufgrund deren heterogen

Migrationsverhalten bleibt weiteren Arbeiten vorbehalten.

5.2.2 Betrachtung der mDCs- im Vergleich zur SDF-la-induzierten

T-Zellchemotaxis

SDF-1a ist hochpotentes Chemoattraktant fir humane und murine Lymphozyten und
Monozyten (Bleul et al. 1996) und erwies sich auch in der vorliegenden Arbeit
erwartungsgemal als starker Induktor der T-Zellchemotaxis (Abb.30). Eine
vergleichende Aussage hinsichtlich der chemoattraktiven Potenz von SDF-1a und
mDCs ist lediglich fur die eingesetzte Konzentration bzw. Zellzahl zu treffen. Durch
ihre hohe Direktionalitdt im 2-D System ist die mDCs- und SDF-1a-induzierte
T-Zellchemotaxis als gerichtete Bewegung anzusehen, deren Geschwindigkeit unter den
gewéhlten Bedingungen fur SDF-1a héher lag als fir mDCs (Abb. 31). Mittels dieser

Untersuchungen lie sich die vormals bestimmte Geschwindigkeit der T-Zellen von

98



2,2 um / Minute auf SDF-1a-Gradienten (Gassert 2011) nahezu numerisch exakt in der
vorliegenden Arbeit reproduzieren (2,17 um / Minute).

5.2.3 Einfluss der DC-Ausreifung oder MV-Infektion auf ihr chemoattraktives

Potenzial

Fur eine effiziente Immunantwort nach bakterieller oder viraler Infektion ist eine
vermehrte Chemotaxis von Immunzellen zum Infektionsfokus, sowie eine
Motilitatssteigerung aktivierter T-Zellen in sekundédren lymphatischen Geweben
notwendig. Die Modulation dieser Prozesse kann infektionsbedingt reguliert werden
(Mudd et al. 2013), beispielsweise durch Veranderung der Chemokinexpression
(Piqueras et al. 2006). Fur iDCs, MV-infizierte und mDCs ist ein solches differentielles
Chemokinprofil beschrieben (Abt et al. 2009). Quantitativ blieb die T-Zellmigration auf
deren konditionierte Uberstinde davon jedoch unbeeinflusst, was sich in der
vorliegenden Arbeit auch beim Einsetzen der DCs als Attraktoren zeigte (Abb. 32, Abb.
33). Da der Zusammenhang zwischen sezerniertem Chemokin-Profil und Effizienz bzw.
Zusammensetzung der T-Zellmigration unklar ist, stehen diese Beobachtungen nicht im
direkten Widerspruch. Heterogenes Migrationsverhalten verschiedener T-Zell-
subpopulationen ist bekannt: Das Chemokin CCL-18 induziert vorwiegend die
Migration naiver T-Zellen (Adema et al. 1997), CCL-5 die Chemotaxis CD4-positiver
Gedéachtniszellen, nicht jedoch CD8-positiver T-Zellen (Schall et al. 1990). Gemeinsam
mit dem aufgefiihrten differentiellen Chemokinprofil macht dies Veranderungen des
T-Zell-Subsetprofils bei Ausreifung oder MV-Infektion der DCs wahrscheinlich.

5.2.4 Beeinflussung der Migrationsféhigkeit von T-Zellen durch die SphK

Unabhéngig seiner chemotaktischen Wirkung reguliert S1P Migrationsprozesse. In
murinen Fibroblasten, in Mastzellen und in HEK-Zellen moduliert die SphK1 bzw. in
HEK-Zellen auch die SphK2 deren Migration in Abhangigkeit von Chemokin und
Zelltyp (Hobson et al. 2001; Jolly et al. 2004; Hait et al. 2005). In einer weiteren Arbeit
wurde ein Zusammenhang zwischen der SphK2-vermittelte Migration nach EGF-
Stimulation und der Phosphorylierung der Ezrin-Radixin-Moesin-Proteine (ERM)
hergestellt (Adada et al. 2015), was eine nachfolgende Ausbildung von Filopodien und
Migration ermdglicht. Wie bereits in Abschnitt 5.1.3 dargestellt, ist auch die amdboide
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Fortbewegung MV-infizierter DCs sensibel auf eine Hemmung der SphK1
(Derakhshani et al. 2019). Die Signaltransduktion erfolgt wahrscheinlich tber S1P1 mit
nachfolgender Umstrukturierung des F-Aktins, wie es in murinen mesenchymalen

Zellen bereits gezeigt wurde (Sassoli et al. 2018).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen auch fiir primdre T-Zellen eine mogliche
Migrationsmodulation durch S1P. In Anwesenheit des SphK2-Inhibitors K145 wurde,
wenn auch nicht signifikant, die T-Zellmigration unabh&ngig vom chemotaktischen
Stimulus behindert (Abb. 43, Abb. 44). Bei der mDCs-induzierten Chemotaxis
zeichnete sich eine dosisabhéngige Wirkung ab (Abb. 43). Die unselektive Hemmung
mittels SKI-I1I1 konnte dies nicht bestatigen (Abb. 38, Abb. 39). Diese Daten machen
eine Bedeutung der SphK2, nicht aber der SphK1, fir die Migrationsfahigkeit der

T-Zellen denkbar, was jedoch zundchst in einer gréfieren Probenzahl zu prifen ist.
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6. Zusammenfassung

Dendritische Zellen (DCs) sind als Zielzellen des MV fir dessen Pathogenese von
zentraler Bedeutung und fordern sowohl Dissemination und Transmission des Virus.
Auf zelluléarer Ebene findet sich eine Modulation des Sphingolipidmetabolismus in MV-
infizierten DC-Kulturen. S1P selbst ist ein bioaktives Sphingolipid, das Uber auto- und
parakrine S1P-Rezeptorstimulation Funktion, Migration und Positionierung von
Immunzellen, aber auch als intrazellularer Botenstoff Calcium-Haushalt, Apoptose und
Proliferation reguliert. Uber die an der Vermittlung der intrazellularen S1P-Effekte
beteiligten Strukturen ist bisher weniger bekannt und der S1P-Metabolismus einzelner
Zellen trotz Kompartiment-abhéngiger Schwankungen der S1P-Konzentrationen kaum
adressiert. Fir murine DCs konnte eine kontinuierliche S1P-Produktion und -Sekretion
nachgewiesen werden. Ob dies auch auf humane DCs zutrifft und pathophysiologisch
im Rahmen einer MV-Infektion moduliert wird, ist bisher nicht bekannt. In dieser
Arbeit wurde das Vorkommen S1Ps sowie dessen Metabolismus in humanen DCs
quantitativ erfasst, und der Einfluss inflammatorischer, bakterieller und viraler (MV)
Stimuli einbezogen. In Anbetracht der bekannten chemoattraktiven Potenz wurde

nachfolgend der Beitrag S1Ps fur die DC-induzierte T-Zellmigration untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass beide SphK-Isoenzyme und auch die irreversibel
degradierende SPL in humanen unreifen DCs (iDCs) auf mRNA-Ebene exprimiert
werden. S1P konnte intrazellular nachgewiesen werden, eine mit Erythroyzten
vergleichbare Speicherkapazitat ist nicht anzunehmen. Unter bakteriell oder
inflammatorisch  vermittelter Ausreifung (mDCs) wurde eine Reduktion des
S1P-Gehalts in DCs beobachtet. Abweichend davon behielten insbesondere stark
MV-infizierte DC-Kulturen die hohen S1P-Spiegel unreifer DCs bei, was
maoglicherweise neben der modulierten Chemokinsynthese und Oberflachenexpression
ko-stimulatorischer Molekiile einen weiteren Parameter ihrer inkompletten Reifung
nach MV-Infektion reflektiert. Da die Veranderungen zwischen MV-infizierten DCs
und mDCs nur flr S1P, nicht aber flr andere Sphingolipidmetaboliten messbar waren,

liegt ihnen wohl eine Regulation der Sphingosinkinasen oder S1P-degradierender

101



Enzyme zugrunde. Bei unverdnderter Akkumulation der hierfur spezifischen mRNAs
musste dies auf Ebene der Translation, Stabilitat oder Aktivitat der Enzyme beruhen.

Die indirekte Messung des extrazelluldren S1Ps anhand der gegenldufigen S1P1-Dichte
liel vermuten, dass in DCs synthetisiertes S1P extrazellular wirken konnte. Es kann
dabei autokrin auf DCs wirken, beispielsweise deren Motilitdt oder Genexpression
regulieren, ist aber auch Voraussetzung zum Aufbau eines S1P-Gradienten und damit
parakriner Regulation lymphozytarer Migrationsvorgénge. Einen Beitrag S1Ps zur
mDCs-induzierten T-Zellchemotaxis konnte durch die erhobenen Daten mit hoher
Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden. Bezlglich der durch iDCs oder
MV-infizierte DCs induzierten T-Zellchemotaxis konnte aufgrund experimenteller
Limitationen keine abschlieBende Aussage zur Beteiligung S1Ps getroffen werden. Die
T-Zellmigration auf DCs erwies sich im 2-D-System als gerichtete Bewegung. Weder
Ausreifung noch MV-Infektion der DCs hatten Auswirkungen auf die Quantitat der T-
Zellmigration. Differentielle Expressionsmuster von Chemokinen in iDCs, mDCs und
MV-infizierten DCs sind jedoch bekannt und legen Variationen der Subset-
Komposition innerhalb der migrierenden T-Zellen nahe. Diese sollten gezielt in

nachfolgenden Arbeiten untersucht werden.

Zusammenfassend weist die vorliegende Arbeit eine kontinuierliche Synthese S1Ps in
DCs mit Stimulus-abhéangiger Fluktuation nach. Eine MV-Infektion l6st dabei einen zu
inflammatorischen und bakteriellen Stimuli divergenten Effekt auf den S1P-Gehalt aus
mit mdoglichen  pathophysiologischen  Konsequenzen. Eine Modulation der
T-Zellchemotaxis und damit der DC-T-Zell-Interaktion wére im Rahmen
inflammatorischer,  bakterieller ~ oder  viraler ~ Szenarien  denkbar.  Unter
inflammatorischen und bakteriellen Bedingungen trug S1P jedoch nicht zur T-
Zellchemotaxis bei, flir MV blieb dies unklar. Dahingegen zeigten weitere Experimente
der Arbeitsgruppe einen autokrin vermittelten Beitrag des intrazellular produzierten
S1Ps zur Migration MV-infizierter DCs im respiratorischen Epithel und identifizierten

damit einen bisher unbekannten Einflussfaktor einer erfolgreichen MV-Transmission.
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7. Abstract

As target for measles virus (MV) infection, dendritic cells (DCs) are central in MV
pathogenesis also including viral dissemination and transmission. In this context,
changes in sphingolipid metabolism and function of MV-infected DCs are described.
Sphingosin-1-Phosphat (S1P) as a potent bioactive sphingolipid has pleiotropic
functions in immunological processes. It regulates immune cell trafficking via autocrine
or paracrine secretion and calcium homeostasis, apoptosis and proliferation via so far
poorly defined intracellular signaling. Though compartment dependent S1P variations
have been described, cell specific SIP metabolism remains mostly unclear. Little
information is available in this regard for human DCs, especially under inflammatory,
bacterial and viral (MV) conditions, while murine DCs were identified to continuously

produce and secrete S1P.

In this study, the S1P pool in human DCs, its metabolism as well as its fluctuation in
maturation and MV-infection were investigated. Considering its function as a
chemoattractant, resulting consequences in T cell chemotaxis induced by DCs were
addressed.

Sphingosinkinases (SphK1, SphK2), which generate, and S1P-Lyase (SPL), which
irreversibly degrades S1P, were found to be expressed at the mRNA level in human
immature DCs. Intracellular S1P was readily detected in immature DCs (iDCs), though
they are unlikely to serve as S1P sores as described for erythrocytes. S1P concentrations
decreased upon maturation triggered by cytokines (TNF-a) or bacterial components
(LPS). In contrast, S1P levels corresponding to those measured in iDCs were retained in
MV-infected DC culture. In addition to the modulation of chemokine synthesis and
surface expression of co-stimulatory molecules, retention of S1P levels may also reflect
incomplete DC maturation induced by this virus. As fluctuations of the sphingolipid
pool between maturing (mDCs) and infected DCs only affected levels of S1P but not its
precursors, differential regulation of sphingosine kinases or degrading enzymes are

most likely important in elevated S1P levels. As accumulation of mRNAs specific for
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SphK1, SphK2 and SPL was unaffected in MV-infected DC-cultures, regulation of the
enzymes at translational, stability and/or activity level are likely to be operative.

Due to its S1P dependent internalization, S1P1 serves as a surrogate marker of
extracellular S1P level. The decreased intracellular S1P concentrations in mDCs were
paralleled by upregulated S1P: expression making decreased S1P secretion likely. In
MV infected DC culture secretion seems to be maintained at a level comparable to
IDCs. Presuming continuous secretion of S1P, the detected S1P in DCs might contribute
to S1P gradients among and within tissues, thus regulating lymphocyte migration.
Findings obtained within this work do not support a role of S1P in T cell chemotaxis
induced by mDCs. Experimental limitations precluded a final statement on a potential
role of S1P in T cell chemotaxis induced by iDCs or MV-infected DCs. T cell
chemotaxis induced by mDCs was highly directional in a two-dimensional system. At
an overall quantitative basis, T cell chemotaxis induced by iDCs, mDCs or MV-infected
DCs did not differ. As DCs are known to vary their chemokine expression depending on
their differentiation status, it is, however, quite possible that the subset composition of
the migrating T cell compartment differs; which has not been directly addressed in this

work.

Altogether, this work revealed continuous production of S1P by human DCs with
differentiation-dependent fluctuations. While intracellular S1P pools decreased with
maturation induced by inflammatory conditions or LPS, these were fully retained upon
MV infection. At a functional level, effects on T cell chemotaxis followed by
differential interaction with DCs might be of pathogenetic advantage in inflammatory,
bacterial or viral settings. However, S1P did not take part in T cell attraction by mDCs.
Its contribution to T cell chemotaxis induced by MV infected DCs remains unsettled.
However, further experiments in this research group revealed its importance in
promoting migration in MV infected DCs by autocrine signaling, thus enabling efficient

virus transmission.
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