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Zusammenfassung

Die saure Sphingomyelinase (Asm), ein Enzym des Sphingolipidmetabolismus,
spaltet Sphingomyelin zu Ceramid und Phosopocholin. Aktiviert wird die Asm unter
anderem durch Stimulation des CD28 Rezeptors. CD28 Signale werden auch fur die
Aktivierung von konventionellen T-Zellen (Tconv) und fur die Kostimulation bendtigt
und sind essentiell fur die Differenzierung von regulatorischen T-Zellen (Treg) im
Thymus und deren Erhalt in der Peripherie. Wir konnten zeigen, dass sich Tconv und
Treg Zellen hinsichtlich der Asm unterscheiden. Treg haben eine hohere "basale"
Asm Aktivitat, widergespiegelt im hoheren Ceramidgehalt und haben eine niedrigere
Lipidordnung als Tconv Zellen. Die Abwesenheit der Asm in defizienten Mausen
bewirkt einen relativen Anstieg der Treg-Frequenz innerhalb der CD4" T-Zellen.
AulBerdem fuhrt die Asm-Defizienz in Treg Zellen zu einer erhdhten Umsatzrate des
immunsupprimierenden Molekils CTLA-4 und zu einer verstarkten Suppressivitat
von Treg Zellen aus Asm” Mausen gegeniiber Wildtyp Zellen. Ein Anstieg in der
Treg-Frequenz, aquivalent zur genetischen Defizienz, kann auch durch Inhibition der
Asm, d. h. durch Wirkstoffe wie Amitriptylin und Desipramin erreicht werden. Es
konnte gezeigt werden, dass die Inhibitorbehandlung die absolute Anzahl der Tconv
Zellen selektiv verringert, da Treg Zellen gegenuber dem Asm Inhibitor-induzierten
Zelltod resistenter sind. Mechanistisch erklarbar sind die Unterschiede gegenuber
den proapoptotischen Inhibitoreffekten zwischen Tconv und Treg Zellen dadurch,
dass Treg Zellen durch die Anwesenheit von IL-2 geschitzt sind. In Abwesenheit von
IL-2 sterben die Treg Zellen ebenfalls. Die gezielte Veranderung des Verhaltnisses
von Treg zu Tconv durch den Einsatz von Asm-inhibitorischen Medikamenten kann
hilfreich bei der therapeutischen Behandlung von inflammatorischen- und

Autoimmunerkrankungen sein.

Inwiefern die Asm fur die Funktion von T-Zellen in der anti-viralen Immunantwort
entscheidend ist, wurde im Masernvirus-Infektionsmodell ndher untersucht. In Asm™
Mausen und Amitriptylin-behandelten Mausen konnte gezeigt werden, dass in
Abwesenheit der Asm die Kontrolle der Masernvirusinfektion verschlechtert ist. Treg
sind auch hier von entscheidender Bedeutung, da die Asm-abhangige, verstarkte
Masernvirusinfektion bei Fehlen der Asm nur in Gegenwart von Treg auftritt. In der

akuten Phase gibt es in Asm™ Mausen weniger masernvirusspezifische T-Zellen und
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dadurch eine verringerte Beseitigung der Viruslast. In der chronischen Phase ist die
Anzahl masernvirusspezifischer T-Zellen zwischen WT und Asm” Mausen
vergleichbar. In Letzteren ist allerdings die Anzahl und Frequenz von T-Zellen im
Gehirn infizierter Mause noch deutlich erhoht, was die verstarkte Maserninfektion

widerspiegelt.

Zusammenfassend zeigt sich, dass die Asm die Funktion von Treg moduliert und
einen Einfluss auf das Verhaltnis von Tconv und Treg zueinander hat. Im
Masernvirus-Infektionsmodell kann die Veranderung des Tconv zu Treg
Verhaltnisses in Abwesenheit der Asm ursachlich fur die verringerte Viruskontrolle
sein. Die Asm Inhibitor-induzierte Treg-Aktivierung und die Beeinflussung des Treg
zu Tconv Verhaltnisses konnen wiederum fur therapeutische Zwecke genutzt

werden, wie beispielsweise bei Multipler Sklerose und Rheumatoider Arthritis.



Summary

The acid sphingomyelinase (Asm), an enzyme of the sphingolipid metabolism,
hydrolyses sphingomyelin into ceramide and phosphocholine. Besides other stimuli
the Asm is activated by ligation of the costimulatory molecule CD28. CD28 signaling
is necessary to activate conventional T-cells (Tconv) and is crucial for the
differentiation and maintenance of thymus-derived regulatory T-cells (Treg). We
could demonstrate that Tconv and Treg cells differ with respect to Asm activity. Treg
cells have an increased "basal" Asm activity resulting in an elevated level of
ceramide and show a decreased lipid order compared to Tconv cells. The absence of
Asm leads to a relative increase in Treg frequency among CD4" T-cells in Asm-
deficient mice. Furthermore, the Asm deficiency results in an increased turnover rate
of the immunosuppressive molecule CTLA-4 and strengthens the suppressive
capacity of Treg cells from Asm” mice compared to wild type Treg cells. An increase
of the Treg cell frequency, equivalent to that seen with genetic deficiency, can be
achieved by drugs like amitriptyline and desipramine too. The inhibitor treatment
selectively decreases the absolute numbers of Tconv cells as Treg cells are more
resistant towards Asm inhibitor induced cell death. The mechanistic explanation for
the difference concerning the proapotptotic effects of Asm inhibitors between Treg
and Tconv cells is that Treg cells are protected by IL-2. In the absence of IL-2 Treg
cells die too. Therapeutically shifting the balance of Treg and Tconv cells by Asm-

inhibiting drugs can be beneficial in inflammatory and autoimmune diseases.

Whether the Asm is necessary for the function of T-cells during anti-viral immune
responses was investigated in a measles virus infection model. In Asm™ mice and
amitriptyline treated mice control of the measles virus was impaired. Treg cells are of
critical relevance as the Asm dependent boost in measles infection was only visible
in the presence of Treg cells. During the acute phase of infection less measles virus
specific T-cells were present leading to a decreased clearance of virus from the
brains of Asm” mice. In the chronic phase the number of measles virus specific T-
cell was comparable between wt and Asm™ mice. But in the latter the number and
frequency of T-cells in brains of infected mice was increased, which mirrors the

enhanced measles virus infection.
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In conclusion, the Asm modulates the function of Treg cells and influences the Treg-
Tconv ratio. The changed Treg-Tconv ratio in the absence of Asm expression might
be responsible for the reduced virus control in the measles virus infection model.
Additionally, the Asm inhibitor induced Treg cell activation and its effects on the Treg-
Tconv ratio can be used for therapeutical approaches in diseases like multiple

sclerosis or rheumatoid arthritis.
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1. Einleitung

1.1. Klassen und Aufbau von Sphingolipiden

Strukturelle Hauptbestandteile eukaryotischer Membranen sind, neben Cholesterol
und Glycerophospholipiden, die Sphingolipide. Charakteristisch fur Sphingolipide ist
die gemeinsame Kernstruktur, das Sphingosin, ein langkettiger, einfach ungesattigter
Aminoalkohol. Unterschiedliche Sphingolipide koénnen durch Acylierung der
Aminogruppe mit einer ein- oder zweifach ungesattigten Fettsaure und Veresterung
einer polaren Kopfgruppe dargestellt werden. Demzufolge ist Ceramid, bestehend
aus Sphingosin, einer Fettsaure und einem Wasserstoff, das einfachste Sphingolipid.
Verschiedene polare Kopfgruppen unterscheiden weitere, komplexere Sphingolipide:
basische Glykosphingolipide, unterteilt in Cerebroside und Ganglioside, und
Sphingomyelin, welche als polare Kopfgruppe Phosphocholin enthalten ™.

Sphingomyelin steht im Fokus der vorliegenden Arbeit.

Die genannten Sphingolipide werden im endoplasmatischen Retikulum und im Golgi-
Apparat gebildet. Der Grundbaustein Ceramid wird durch sechs verschiedene
Ceramid-Synthetasen de novo im endoplasmatischen Retikulum synthetisiert.
Ausgehend von Ceramid werden komplexe Sphingolipide wie Sphingomyelin,
Sphingosin-1- Phosphat, Galactosyl-Ceramid, Glucosyl-Ceramid und Ceramid-1-
Phosphat, von unterschiedlichen Enzymen im Golgi-Apparat gebildet "*°. Dieser
Prozess ist reversibel, dementsprechend entsteht Ceramid auch durch Hydrolyse
komplexer Sphingolipide. Beispielsweise wird Sphingomyelin durch die saure bzw.

die neutrale Sphingomyelinase zu Ceramid und Phosphocholin hydrolysiert ”.
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Abb. 1 Sphingolipidmetabolismus

In einem reversiblen Prozess wird Sphingomyelin (SM) durch die saure bzw. neutrale
Sphingomyelinase zu Ceramid umgesetzt. Ceramid wird weiter zu Ceramid-1-Phosphat (C1P),
Glykoceramiden verstoffwechselt, oder iber Sphingosin (Sph) und Sphingosin-1-Phosphat (S1P) zu
Ethanolaminen und Hexadecenal abgebaut. Ceramid kann auch de novo generiert werden. SPT:
Serin-Palmitoyl-CoA-acyltransferase, KSR: 3-Ketosphinganin-Reduktase, CerS: Ceramidsynthase,
DES: Ceramid-Desaturase, ASM: saure Sphingomyelinase, NSM: neutrale Sphingomyelinase, SMS:
Sphingomyelin-Synthase, CDase: Ceramidase, SK: Sphingosinkinase, SPP: Sphingosin-1-Phosphat
Phosphatase, CerK: Ceramidkinase, PT: Phosphatase, GCS: Glucosylceramidsynthase, GCcase:
Glucosylceramidase. Grafik aus Romero-Guevara et al. 2015°%, abgesndert durch Claudia Hollmann.

1.2. Sphingomyelinasen und deren Aktivierung

Die saure Sphingomyelinase (ASM human, Asm murin) ist, wie der Name schon
sagt, im sauren pH Bereich bei pH 5 aktiv, wahrend die neutrale Sphingomyelinase
(NSM human, Nsm murin) bei einem pH Wert von 7 bis 8 arbeitet °. Beide
Sphingomyelinasen unterscheiden sich weiterhin in ihrer Position in der
Plasmamembran. Die aktive ASM/Asm liegt auf der extrazellularen Seite der
Plasmamembran, welche reich an Sphingomyelin ist. Dorthin gelangt die Asm aus
endolysosomalen Kompartimenten. Die lysosomale ASM/Asm wird Uber
intrazellulare Vesikel zur Plasmamembran transportiert, wo diese mit der

Zellmembran verschmelzen und die ASM/Asm auf dem aduReren Blatt der Membran
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exponiert wird '3, Neben der eben beschriebenen lysosomalen Form (L-Form) der
ASM/Asm gibt es noch die sekretorische Form (S-Form). L- und S-Form sind
unterschiedliche  Splicing Formen des Gens SMPD1 (sphingomyelin
phosphodiesterase 1) und unterscheiden sich im Grad der Glykolisierung und in ihrer
Abhangigkeit von Zinkionen '*'°. Entsprechend ist die Lokalisierung verschieden, die
lysosomale Form befindet sich in endolysosomalen Kompartimenten wohingegen die
|6sliche Form {iber den Golgi-Apparat-Sekretionsweg freigesetzt wird ¢

Die NSM/Nsm ist im Gegensatz zur Asm auf der Innenseite der Plasmamembran
lokalisiert. Auch hier unterscheidet man verschiedene Subgruppen, die sich durch
Lage und Aufgabe unterscheiden: die NSM1, NSM2, NSM3 und die Mitochondrien-
assoziierte NSM . Allerdings ist die NSM2 die Einzige, die Sphingomyelin spaltet

und spezifisch durch den Inhibitor GW4869 blockiert werden kann .

ASM-aktivierender Ceramid- Fusion von Rafts &
Stimulus bildung Rezeptor-Clustering
- D —~, —
< @ = £ - @ 2 Bl

® o9 » o o .

Translokation und

Aktivierung ‘
Signaltransduktion
ASM
Abbildungslegende
LySOSOI’T] @ Sphingomyelin . Ceramid

Abb. 2 Translokation der Asm aus Lysosomen an die Plasmamembran und Asme-induzierte
Bildung von Ceramidplattformen.

Die Asm befindet sich in Lysosomen, respektive an der Innenseite der lysosomalen Membran.
Aktivierende Signale fliihren zur Translokation der Asm zur extrazellularen Seite der Plasmamembran
durch den Transport der Asm in Vesikeln. Das durch die Asm generierte Ceramid akkumuliert zu
Mikrodomanen, die anschlieBend fusionieren und Ceramid-reiche Plattformen bilden. Lipidplattformen
beeinflussen die laterale Verteilung von Proteinen und damit auch die Clusterbildung von Rezeptoren.
Auf diese Weise modulieren Sphingomyelinasen Ceramid-Signalwege. Abbildung aus der
Veroffentlichung von Beckmann et al. 201414, abgeandert durch Claudia Hollmann.

Eine Aktivierung von Sphingomyelinasen kann durch Ligation pro-apoptotischer
Rezeptormolekile wie CD95 (Fas), TNF-Rezeptoren und Interleukin- 1 B Rezeptoren
induziert werden. AulRerdem flhrt eine Ligation von DC-Sign (dendritic cell-specific
ICAM-grabbing non-integrin) durch Antikdrper oder durch Masernviren zur
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Aktivierung von Sphingomyelinasen '*'"*!

. Die Ligation von CD28 fuhrt zu einer
spezifischen Aktivierung der ASM/Asm %, wohingegen die NSM/Nsm durch alleinige
CD3 Stimulation oder durch Kostimulation von CD3 und CD28 aktiviert wird 2%, Im
Fall einer Kostimulation von CD3 und CD28 kommt es zu keiner Aktivierung der

ASM/Asm 101723,

Wie wichtig die Funktion der ASM/Asm ist, zeigt sich darin, dass im Menschen eine
genetisch Defizienz der ASM zur Niemann-Pick-Erkrankung fuhrt. Bei dieser
lysosomalen Speicherkrankheit kommt es zur Akkumulierung von Sphingomyelin in
endo-lysosomalen Kompartimenten. Verursacht wird dies durch die fehlende
Aufspaltung von Sphingomyelin zu Ceramid und Phosphocholin "%,

Asm Knockout Mause spiegeln den Phanotyp der Typ A Form der Niemann-Pick
Erkrankung wieder ?°. Die neonatale und friihe Entwicklung ist bei diesen Tieren
normal, aber ab einem Alter von 12-16 Wochen erkranken die Mause aufgrund der
Asm Defizienz. Sphingomyelin reichert sich vor allem in der Leber und im Gehirn der
Tiere an. In Letzterem fuhrt die Speicherung von Sphingomyelin in neuronalen
Membranen zu einer abnormalen Synapsenbildung und Neuronenfunktion 277,
Daher weisen Asm” Mause starke Ataxie, Tremor und weitere neurologische

Einschrankungen auf und haben eine verkiirzte Lebenszeit von 6 Monaten 2727,

Trizyklische Antidepressiva wie Amitriptylin und Desipramin hemmen die ASM/Asm
Aktivitat '*?®. Urspriinglich entwickelt als Inhibitoren der Wiederaufnahme von
Serotonin-Norepinephrin, wirken sie auch anti-histaminerg, anticholinerg sowie anti-
inflammatorisch '*. Chemisch gesehen sind Amitriptylin und Desipramin schwache
Basen mit hoher Lipophilie, die den Molekilen ermdglicht durch Membranen zu
diffundieren. Im Lysosom werden sie protoniert, was eine Ruckdiffusion unterbindet
und zu einer Ansammlung der Inhibitoren fuhrt. Diese konkurrieren mit der Asm um
die Membranbindung, es kommt zur Ablésung der Asm und deren Inaktivierung

durch proteolytische Degradation "2
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Abbildungslegende
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Abb. 3 Mechanistische Funktionsweise von Asm Inhibitoren

Die Asm ist durch elektrostatische Krafte an die innere Membran von Lysosomen gebunden. Asm
Inhibitoren diffundieren in das Lysosom und akkumulieren dort, da die schwachen Basen aufgrund
des sauren pH-Wertes protoniert werden und hiermit am Zuriickdiffundieren gehindert werden. Der
lipophile Teil der Asm Inhibitoren lagert sich an der Membran ein, wahrend der durch die Protonierung
positiv-geladene Teil des Inhibitors ins Lumen zeigt. Dies fihrt zur Veranderung der Ladung der
Membran und zum Verlust der elektrostatischen Bindung der Asm an die Membran. Die im Lumen frei
vorliegende, inaktive Asm wird durch lysosomale Proteasen gespalten und abgebaut. Abbildung aus
der Veroffentlichung Beckmann et al. 2014, die Abklirzung FIASMA = "functional inhibitors of acid
sphingomyelinase" steht fiir Asm Inhibitoren.

1.3. Funktion von Sphingolipiden

Die Produkte der Sphingomyelinspaltung durch Sphingomyelinasen, insbesondere
Ceramid, haben Einfluss auf die Zusammensetzung von Membranen. Das generierte
Ceramid akkumuliert zu Ceramid-reichen Membrandomanen, welche dicht gepackt

14,32,33 Diese

und stark hydrophob sind und dadurch Cholesterol ausschliel3en
Ceramid-reichen Mikrodomanen beeinflussen die Sortierung und Position von
Proteinen und deren Signalosomen in der Membran, sowie die laterale und vertikale
Verteilung von Rezeptoren. Der Aufbau der Membran wiederum beeinflusst die

Zellbeweglichkeit und Proliferation, die Aktivierung und klonale Expansion von T-
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Zellen, sowie die Induktion von Apoptose und spielt auch eine Rolle bei der

Aufnahme von Pathogenen %3438,

Neben ihrem Einfluss auf die Membraneigenschaften haben die Produkte des
Sphingomyelinweges, Ceramid, Sphingosin und Sphingosin-1-Phosphat, auch eine
bioaktive Wirkung. So konnte gezeigt werden, dass Ceramid an der Hemmung von
Zellwachstum und Differenzierung beteiligt ist *°. Insbesondere férdert Ceramid den
Zelltod in Form von Apoptose '%%%? Nekrose ** und Seneszenz ****. Des Weiteren
ist die Asm-abhangige Freisetzung von Ceramid und die Bildung von Ceramid-
reichen Plattformen Grundvoraussetzung fiir die Clusterbildung von CD95 '""34° Der
CD95/Fas Apoptoseweg ist ein wichtiger Mechanismus zur Regulation der T-Zell
Homodostase und entscheidet Uber die Terminierung von T-Zell Antworten durch

Depletierung aktivierter T-Zellen *°.

Ahnlich wie Ceramid wirkt auch Sphingosin pro-apoptotisch und anti-mitogen, indem
es die Proteinkinase C inhibiert und dadurch an der Regulierung des Aktin-
Zyotoskeletts, sowie an Zellproliferation, — wachstum und -liberleben beteiligt ist **’.

Entgegengesetzte Effekte vermittelt Sphingosin-1-Phosphat (S1P), welches anti-
apoptotisch wirkt und das Zellwachstum und die Zellproliferation fordert *°. Aber auch
fur das Immunsystem spielt S1P eine wichtige Rolle, da es die vaskulare Integritat,
die Zytokin und Chemokinproduktion, sowie die Migration von Lymphozyten
beeinflusst *°. Die Expression des Sphingosin-1-Phosphat-1 Rezeptors (S1P)
entscheidet dariiber, ob T-Zellen den Lymphknoten verlassen kénnen oder nicht .
In Treg Zellen blockiert S1P4 durch selektive Aktivierung des Akt-mTOR Signalwegs
die Differenzierung thymischer Treg Vorlauferzellen ebenso wie die periphere
Generierung von induzierten Tregs °'°2. Gleichzeitig fordert S1P; die Differenzierung
zu proinflammatorischen T-Helfer-1 (Th1) Zellen und manipuliert dadurch die

Immunhomdostase 2.

1.4. Funktion von Sphingomyelinasen und Ceramiden in T-Zellen
Der Einfluss der ASM/Asm und des Ceramids auf die Zellmembraneigenschaften
und Veranderungen in der Rezeptorenverteilung in der Plasmamembran beeinflusst

eine Reihe von Prozessen in T-Zellen, darunter die Aktivierung von T-Zellen, die
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klonale Expansion und Apoptose. Ceramidakkumulation infolge  der
Sphingomyelinasenaktivitat fuhrt in T-Zellen zu einer Verminderung der Aktinzyto-
skelettdynamik, einer verschlechterten Ausbildung von Membranfortsatzen, ver-

ringertem T-Zell "spreading", und verminderter T-Zellpolarisierung %2,

Auch auf den T-Zell-Rezeptor (TZR) haben Sphingomyelinasen und Ceramid
direkten Einfluss. Abhangig von der Dosis hat Ceramid eine gegensatzliche Wirkung
auf die TZR-Regulation. Niedrige Mengen von Ceramid induzieren eine TZR-
Hochregulation, was besonders wichtig in der frihen Rezeptorstimulation ist. Da-
gegen fuhren hohe Ceramidkonzentrationen zu einer Herunterregulation des TZR
und einer Spaltung der dazugehoérigen ¢ Kette, wodurch die Rezeptorstimulation
abgeschwacht wird **. In verschiedenen Arbeiten wurde auch gezeigt, dass CD3
Signale zusammen mit exogen zugeflhrter Asm oder C2-Ceramiden, anstelle des
kostimulatorischen CD28 Signales, zur T-Zell Stimulation und Proliferation flhren
kénnte #°°. In einer spateren Arbeit wurde bestatigt, dass die Asm T-Zellproliferation
vermittelt und dass das entstehende Ceramid die CD4 T-Zellaktivierung moduliert
(Bai et al. 2015). Inwiefern die Asm die T-Zelldifferenzierung beeinflusst, ist noch
nicht komplett geklart. Prinzipiell funktioniert die Differenzierung zu pathogenen Th1,
Th2 und Th17 Zellen auch in Asm-defizienten Tieren, gezeigt in EAE (Experimentelle
autoimmune Enzephalomyelitis) und GvHD (Graft-versus-Host Disease) Maus-
modellen *’. Andere Ergebnisse zeigen, dass in humanen CD4" T-Zellen nach
Blockade der Asm durch Inhibitoren die Generierung und der Erhalt von Th17 Zellen
vermindert ist °®*®. Die Asm steht auch im Zusammenhang mit Apoptose und
inhibitorischen Signalwegen in T-Zellen. CD95 Stimulation naiver T-Zellen fuhrt zur
Aktivierung der Asm und Freisetzung von Ceramid. Infolgedessen kommt es zur
Hemmung von CRAC (Calcium release-activated channel) Kanédlen und zu einer
entsprechenden Blockierung des Kalziumsignals. Ein intakter Kalziumsignalweg

41 Zudem induzieren die

wiederum ist unerldsslich fur die TZR-Aktivierung.
gebildeten Ceramid-reichen Membrandoméanen die Clusterbildung von CD95

Rezeptoren und es kommt zur Induktion von Apoptose in aktivierten T-Zellen °.

Es besteht auch ein direkter Zusammenhang zwischen T-Zell Aktivierung und Lipid-

ordnung besteht *°. T-Zellen mit einer hohen Lipidordnung bilden langsamer
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immunologische Synapsen mit Antigen-prasentierenden Zellen (APC) aus, diese sind
jedoch sehr stabil. Dagegen weisen T-Zellen mit einer intermediaren Lipidordnung
eine instabile Synapsenbildung auf. T-Zellen mit niedriger Ordnung sind unempfang-
lich gegeniiber TZR-Stimulierung *°. Die Stabilitat der Synapsen korreliert mit der
Zellfunktion. Zellen mit einer hohen Ordnung weisen eine erhdhte Proliferation und
IL-2 / IL-4 Produktion auf und sind vorwiegend naive, unstimulierte T-Zellen.
Aktivierte Effektor/Gedachtniszellen weisen eine intermediare Lipidordnung auf,
proliferieren weniger und produzieren IFNy. T-Zellen mit einer niedrigen Membran-
ordnung haben einen aktivierten Phanotyp, sind unstimulierbar und gehen tenden-

ziell leicht in Apoptose *°.

ASM/Asm Defizienz bewirkt unter anderem auch eine Stérung des Vesikeltransports
® In einer anderen Arbeit konnte gezeigt werden, dass T-Zellen Asm-defizienter
Mause im Vergleich zu T-Zellen aus Wildtyp Mausen eine verringerte IL-2 Sekretion
nach CD3/CD28 Kostimulation aufweisen ®'. Allerdings wurde bisher nicht der direkte
Zusammenhang zwischen der Stérung des Vesikeltransports und der IL-2 Sekretion
gezeigt. Neben einer verringerten Sekretion ist auch die IL-2 Produktion inhibiert.
Sowohl exogene Sphingomyelinase, als auch direkte Ceramidgabe verringern die
Kinaseaktivitat von PKCO und PKCa, welche wiederum an der NFkB Aktivierung
beteiligt sind. Die Repression von NFkB durch Ceramid flhrt konzentrationsabhangig

62 |L-2 wird fur die Proliferation von

zur Reduktion der IL-2 Gentranskription
konventionellen T- Zellen (Tconv) bendtigt und ist essentiell fir die Funktion von
regulatorischen T-Zellen (Treg) ®*7°°. IL-2 verbessert auch die Expansion von CD8*
T-Zellen und ist wichtig fiir die Bildung von Gedachtnis T-Zellen °. Es konnte gezeigt
werden, dass in Lymphozytare-Choriomeningitis-Virus infizierten, Asm-defizienten
Mausen die primare CD8 Antwort verringert ist. Eine funktionelle Asm wird fur die
Ausschittung von IFNy durch CD8" T-Zellen bendtigt sowie fur die Sekretion
zytotoxischer Granula ®°. Vermutlich ist also die Asm Aktivitat nicht nur wichtig fiir die
Kontrolle der IFNy Ausschittung, sondern auch fur die Freisetzung von anderen pro-
inflammatorischen Zytokinen. Eine gezielte Inhibition der ASM/Asm kénnte daher in
der Therapie verschiedener Erkrankungen von Nutzen sein. Beispielsweise ware es
forderlich, bereits in der Induktionsphase der EAE, einem Tiermodell fur Multiple

Sklerose, die Ausschuttung von IL-17 durch CD8 T-Zellen zu unterbinden. Es gibt
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bereits Studien mit ASM/Asm Inhibitoren die zeigen, dass eine Hemmung der
ASM/Asm den Verlauf von Erkrankungen wie beispielsweise T-Zell vermittelter
Autoimmunitat und GvHD verbessert ”". In einem Mausmodel der Allergischen
Rhinitis fuhrt die ASM/Asm Blockade zu einer Verlagerung des T-Zell Gleichgewichts
von pathogenen Th17 Zellen hin zu protektiven Treg Zellen ™.

Eine weitere Studie zeigt, dass CD4" T-Zellen von SLE (Systemischer Lupus
erythematodes) Patienten einen erhdhten Transport von Glykosphingolipiden
aufweisen und sich daraufhin dieses in intrazellularen Kompartimenten anreichert.
Diese Abweichung im Glykosphingolipidhaushalt ist vermutlich verantwortlich fur die
abnormale, hyperaktive T-Zell Funktion bei SLE ™. T-Zellen aus SLE Patienten
haben eine erhohte Umsatzrate vom TZR-assoziierten Protein CD4" und von CTLA-4
(cytotoxic T-lymphocyte antigen-4) zur Oberflache, was vermutlich mit einer erhdhten
Transportrate von Glykosphingolipiden im Zusammenhang steht ">"*. Die Verbind-
ung von CTLA-4 und Glykosphingolipiden ist sehr interessant, da CTLA-4 ein

wichtiges inhibitorisches Molekul regulatorischer T-Zellen ist.

1.5. Regulatorische T-Zellen

1.5.1. Entstehung und Charakteristika

Regulatorische T-Zellen sind Immunzellen, deren Funktion es ist, andere
Immunzellen zu inhibieren und somit Immunantworten zu regulieren und zu
terminieren. Dadurch tragen sie einen wichtigen Teil zur Entstehung und Aufrecht-
erhaltung der Selbsttoleranz bei >"®. 1995 wurden erstmals CD4* CD25* Zellen
beschrieben, die dauerhaft die IL-2 Rezeptor a-Kette (CD25) exprimieren und
supprimierend wirken "°. Diese Arbeit zeigt auRerdem, dass BALB/c Lymphozyten, in
denen CD4'CD25" Zellen depletiert wurden, nach einem Transfer in athymische
BALB/c nude Mause (nu/nu), eine Autoimmunerkrankung auslésen "°. Spéater wurde
forkhead box protein 3 (Foxp3) als charakteristischer Transkriptionsfaktor identifiziert,
der fiir die Entwicklung und Funktion von Treg Zellen unerldsslich ist ""°. Das
Fehlen von Foxp3 oder dessen Mutation fuhrt in Foxp3 Knockout oder Scurfy
Mé&usen zu einer Treg Defizienz und einem letalen Autoimmunsyndrom "%, Beim
Menschen fuhren Mutationen im Foxp3 Gen zur IPEX Erkrankung (immuno-
dysregulation, polyendokrinopathy and enteropathy, X-linked syndrome), einer

fatalen Autoimmunerkrankung %",
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Foxp3 reguliert in seiner Funktion als Transkriptionsfaktor ca. 700 Gene, meistens in
Form von einer negativen Regulation, beispielsweise als transkriptionaler Repressor

8284 oder durch Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren 8¢ Teilweise ver-

starkt Foxp3 aber auch die Genexpression, wie es bei CTLA-4 der Fall ist 3784,

Treg Zellen machen circa 10-15 % der peripheren CD4" T-Zellen aus "°. Es gibt zwei
Arten: zum einen werden Treg Zellen im Thymus gebildet, sogenannte naturlichen T-
Zellen, zum anderen konnen Treg Zellen unter bestimmten Bedingungen in der
Peripherie entstehen ®’. Diese sogenannten induzierten Treg Zellen differenzieren
unter Einfluss von IL-2 und TGFB aus CD4" CD25 Tconv Zellen zu CD4* CD25"
Fox3" Treg Zellen und Uben vorwiegend eine TGFB- und IL-10 vermittelte

Suppression aus .

Im Thymus, dem Ort an dem auch die T-Zell-Selektion im Allgemeinen stattfindet,
werden regulatorische T-Zellen durch Selbstantigenerkennung generiert. Bei der T-
Zellentwicklung mussen T-Zellvorlaufer ein schwaches TZR-Signal aufweisen, um
positiv selektiert zu werden. Gleichzeitig darf dieses TZR-Signal nicht zu stark sein,
da sonst die Gefahr der Differenzierung zu autoreaktiven T-Zellen besteht. Diese
potenziell autoreaktiven Zellen werden durch Negativselektion aussortiert °°.
Naturliche, Thymus-generierte Treg Zellen entwickeln sich, wenn das TZR-Signal flr
Selbstantigene intermediar zu der TZR-Starke der positiven und negativen Selektion
ist %7 AnschlieRend kommt es zur Hochregulierung der hochaffinen CD25 a Kette.
IL-2 fordert Gber Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT5 die Foxp3 Expression.
Treg Zellen emigrieren nach ihrer Entstehung aus dem Thymus und zirkulieren durch
den Kérper oder wandern ins Gewebe ein %2, Das Uberleben der Treg Zellen sowie
ihre suppressive Funktion sind abhangig vom Uberlebenssignal IL-2 %%, AuRerdem
wird ein tonisches CD28 Signal in regulatorischen T-Zellen fur deren Erhalt und
Funktion benétigt ®"°®%° Dies steht im Gegensatz zur Rolle von CD28 in Tconv
Zellen. Dort verstarkt der CD28 Stimulus das TZR-Signal qualitativ und quantitativ
und wird zur vollstandigen Aktivierung der Tconv bendétigt, jedoch nicht flr deren

Homoostase *°.

In der Peripherie, insbesondere im darmassoziierten lymphatischen Gewebe (GALT),

kénnen durch Fremd- oder Selbstantigenerkennung regulatorische T-Zellen generiert
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werden. Unter homoostatischen, nicht-entzindlichen Bedingungen und dem
Vorliegen einer chronischen Stimulation durch sehr geringe Antigenmengen (z.B.
Nahrungsmittel, Allergene), kommt es zur Induktion von iTregs. Die Genese von
iTregs erfolgt auch bei sehr starker TZR-Stimulation in Abwesenheit einer
zeitgleichen Kostimulation. In vitro differenzieren CD4" Foxp3™ Tconv Zellen zu
induzierten Treg Zellen in Gegenwart von IL-2 und TGFB oder Retinolsaure bei
zeitgleicher TZR-Stimulation ®”. Alternativ kann die Anwesenheit von IL-10 oder IL-27

die Differenzierung zu Foxp3™ regulatorischen Tr1 Treg Zellen induzieren ¥,

1.5.2. Suppressionsmechanismen

Treg Zellen sind unerldsslich fur den Erhalt der immunologischen Homoostase und
der peripheren Toleranz. Um Autoimmunitat und Uberschieltende Immunantworten
zu verhindern, mudssen Immunreaktionen beendet werden und Immunzellen aktiv
supprimiert werden. Regulatorische T-Zellen haben eine Vielzahl von Mechanismen
zur Zellsuppression entwickelt. Zum einen sezernieren sie Mediatoren wie IL-10,
TGFB, IL-35 und Galectin-3, die auf Effektor-T-Zellen eine immunregulatorische

91,98,99

Wirkung haben . Zum anderen konnen Treg Zellen proinflammatorische

Immunzellen direkt Uber die Induktion von Apoptose eliminieren, die entweder durch

Galectin-1 vermittelt wird oder abhéngig von Granzymen ist %",

Indirekt kdnnen Treg Zellen durch Modulation des metabolischen Haushalts das
Wachstum und die Proliferation von T-Zellen beeinflussen. Treg Zellen exprimieren
konstitutiv die CD25 a Kette, die zusammen mit der - und y-Kette trimerisieren und
den hochaffinen IL-2 Rezeptor bildet . Uber diesen hochaffinen Rezeptor
konsumieren Treg Zellen IL-2 aus der Umgebung, was zur IL-2 Deprivation in
anderen Zellen fuhrt. IL-2 stellt fur alle Lymphozyten einen sehr wichtigen
Wachstums- und Differenzierungsfaktor dar und wird hauptsachlich durch
konventionelle T-Zellen gebildet. Treg Zellen dagegen konnen selbst kein IL-2
produzieren und sind entsprechend auf das IL-2 der Tconv Zellen angewiesen. Die
IL-2 Deprivation erhdéht den Schwellenwert fir eine Immunantwort und kann zur
Apoptoseinduktion in schwach aktivierten Tconv Zellen filhren 82110192 Treg Zellen
kbnnen auch den cAMP (cyclic adenosine monophosphate) und ATP

(Adenosintriphosphat) Haushalt von konventionellen Zellen beeinflussen. Einerseits
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weisen Treg Zellen selbst ein hohes Level an cAMP auf und kdnnen cAMP via Gap
Junctions in Tconv Zellen transferieren, wo es zu einer Unterdrickung der
Zellproliferaton und Hemmung der IL-2 Synthese fiihrt '°%'%  Andererseits
exprimieren Treg Zellen auch die Oberflachenenzyme CD39 und CD73, welche
extrazelluldares ATP und ADP (Adenosindiphosphat) zu Adenosin umwandeln
kénnen. Die Bindung von Adenosin an den purinergen Rezeptor A2A auf Tconv
Zellen ruft eine Akkumulierung des intrazellularen cAMPs hervor und fuhrt zu einer
Suppression der T-Zell Effektorfunktionen 91999 Dje Aktivierung des A2A
Rezeptors hat auch die Inhibierung der IL-6 Expression zufolge, fordert die
Generierung von TGFB und begunstigt auf diese Weise die Bildung von induzierten

Treg Zellen "%,

IL-2R
~
CD39 , e -2
Treg s Effektor
Zelle IL-10 -

CD73\ i

s Ny J I

CD80/CD86

MHC class Il
Treg Zellen
supprimieren DC .y
i

und T-Zellfunktion /ﬁN

Abb. 4 Treg-vermittelte Suppressionsmechanismen

Direkte Suppressionsmechanismen umfassen die Produktion von immunsuppressiven Zytokinen (IL-
10, TGFB, IL-35) und die Produktion von zytolytischen Effektormolekiilen wie Granzym B und Perforin.
Indirekt konnen Effektor-T-Zellen durch Veranderungen im Metabolismus (ATP Haushalt) und durch
Deprivation von IL-2 beeinflusst werden. Aullerdem modulieren Treg Zellen die Kommunikation
zwischen  Effektor-T-Zelle und Antigen-prasentierender Zelle durch  immunregulierende
Oberflachenmolekiile (CTLA-4 und LAG-3). Abbildung aus der Verdffentlichung Geem et al. 2015 "%,
verandert durch Claudia Hollmann.

Des Weiteren konnen Treg Zellen Antigen-prasentierende Zellen, welche wichtige
Signale fur die Effektor-T-Zellen liefern, in ihrer Funktion verandern. Gereifte
Dendritische Zellen sind durch eine hohe Expression der kostimulatorischen

Molekile CD80/CD86 sowie MHC Il (Major histocompatibility complex)
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gekennzeichnet, die unerlasslich fur eine effektive T-Zell Stimulation sind. Einen
gegenteiligen Effekt bewirken unreife DC, welche nur wenige kostimulatorische

Molekille exprimieren und dadurch T-Zell Anergie bewirken %

. Treg Zellen
exprimieren LAG3 (lymphocyte activation gene 3), welches an MHC |l Molekule auf
Dendritischen Zellen bindet und dadurch deren Reifung verhindert °"'%°. Weiterhin
exprimieren Treg Zellen CTLA-4, welches ebenso wie CD28 an CD80/CD86 auf
konventionellen T-Zellen bindet. Durch die héhere Bindeaffinitat von CTLA-4 wird die
Bindung von CD28 an CD80/86 kompetitiv gehemmt °"'°°. Die Bindung von CTLA-4
fuhrt zusatzlich zur Hochregulation von Indoleamin-2,3-dioxygenase (IDO) in
Dendritischen Zellen. IDO katalysiert die Konversion von Tryptophan zum toxischen

Kynurenin. Zusatzlich fuhrt Tryptophan-Deprivation zur Apoptose in Tconv Zellen
99,106

CTLA-4 kann die Bindung von CD28 an CD80/CD86 nicht nur blockieren, sondern
die CD80/CD86 Molekule sogar durch einen Prozess namens Transendozytose
entfernen 7% CTLA-4 Molekiile zirkulieren in hoher Frequenz zwischen den
intrazellularen Speichern und der Zelloberflache hin und her '°°. Die Internalisierung
von CTLA-4 von der Plasmamembran erfolgt in Clathrin und Dynamin-abhangier
Weise ''°. Ebenfalls Clathrin-abhéngig ist die Internalisierung von Transferrin {iber

den Transferrinrezeptor '’

. Hier konnte gezeigt werden, dass die Bindung von
Transferrin an seinen Rezeptor zur Aktivierung der Asm fuhrt und mit der
Generierung von Ceramid gekoppelt ist ''!. Dementsprechend kénnte die Asm auch
einen Einfluss auf die CTLA-4 Zirkulation in der Treg Zellen haben.

Veranderungen in der Membran durch die Asm Aktivitat konnen potenziell auch bei
anderen Prozessen von Bedeutung sein, die im Zusammenhang mit Vesikeltransport
und Exozytose stehen. Beispielsweise konnte in Treg Zellen die Abwesenheit der
Asm die Freisetzung von inhibitorischen Zytokinen verandern oder die Freisetzung
von Granzymen beeinflussen. Die Tatsache, dass Treg Zellen eine kontinuierliche
CD28 Rezeptorstimulation fur Erhalt und Funktion benétigen und CD28 wiederum die
saure Sphingomyelinase aktiviert legt nahe, dass fur Treg Zellen die saure

Sphingomyelinase von besonderer Bedeutung sein kdnnte.
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1.6. Masernviren - Taxonomie, Morphologie und Pathogenese

Um die Funktion der sauren Sphingomyelinase in T-Zellen nicht nur im naiven Tier
zu untersuchen, sondern auch im Rahmen einer akuten Immunantwort, wurde ein
Masernvirenmodell genutzt. Das Masernvirenmodell wurde gegenuber anderen
Mausmodellen bevorzugt, da dieses Modell Treg-sensitiv ist. Wie zuvor gezeigt
werden konnte, tritt eine verstarkte Masernvirusinfektion in Gegenwart von einer
erhdhten Anzahl von Treg Zellen auf, dagegen verbessert sich der Krankheitsverlauf

wenn die Treg Zellen depletiert wurden ''2.

Masernviren (MV), aus der Familie der Paramyxoviridae (Gattung Morbilliviren),

113114 Das Virus besteht aus den sechs Struktur-

gehoren zu den RNA Viren
proteinen: Hamagglutinin- (H)-Protein, Fusions- (F)-Protein, Matrix- (M)-Protein,
Nukleokapsid- (N)-Protein, Phospho- (P)-Protein und Large- (L)-Protein. Funktionell
dient das L-Protein als katalytische Untereinheit der RNA-abhangigen RNA-
Polymerase, wahrend das P-Protein als regulatorischer Ko-Faktor der Polymerase
fungiert "> Die Glykoproteine H und F sind in der viralen Hiille integriert. Das H
Protein ermdglicht die Virusbindung an die Wirtszelle, wahrend das F Protein durch
Membranfusion von Virus und Wirtszelle den Eintritt in die Wirtszelle vermittelt 1",
Bisher wurden zwei Eintrittsrezeptoren beschrieben: zum einen CD150 (signalling

115118 ynd zum anderen der Komplement-

lymphocyte activation molecule, SLAM)
bindungsrezeptor CD46 (membrane cofactor protein, MCP). Letzterer wird zwar auf
allen Zellen exprimiert, kann aber nur von Masernvirus-Impfstammen als

" Im Gegensatz dazu kann CD150 auch von

Eintrittsrezeptor genutzt werden
Wildtypisolaten verwendet werden, allerdings wird dieser Rezeptor nur auf aktivierten
T-Zellen, B-Zellen, Gedachtniszellen, Makrophagen und reifen, dendritischen Zellen
exprimiert "'®'"7_ Nachdem auch Epithel-, Endothel- und Neuronale Zellen durch
Masernviren infiziert werden, gibt es vermutlich noch mindestens einen weiteren,

unbekannten Rezeptor ''81"°.

Der Mensch ist der einzige Wirt des Masernvirus, weshalb es eine Impfkampagne
gibt mit dem Ziel das Virus bis 2020 auszurotten '?°. Zwischen den Jahren 2000 und
2015 sank die Anzahl der Todesfalle durch Maserviren um 78 %. Dennoch verliefen

im Jahr 2015 weltweit noch 134.200 Infektionen todlich '?%'?". Besonders verbreitet
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120 Masern ist eine sehr

ist die Masernerkrankung in Entwicklungslandern
ansteckende Erkrankung und wird Uber Tropfcheninfektion Ubertragen. Uber die
Atemwege aufgenommen, infiziert das Masernvirus zunéchst CD150" Makrophagen
und Dendritische Zellen im respiratorischem Trakt '%>'%. VVon dort aus gelangt das
Virus zu den lokalen lymphatischen Organen, wo die verstarkte Virusreplikation und
Vermehrung stattfindet. Uber den Blutstrom wird das Virus im gesamten Korper
verteilt, wobei die Verbreitung zumeist Zell-assoziiert durch infizierte Monozyten und
Lymphozyten erfolgt **'?°. Spater kommt es auch zur Infektion von Epithel- und
Endothelzellen der Haut, was zum Auftreten des charakteristischen, makulo-
papuldésen Masernexanthem fuhrt, hervorgerufen durch die Zerstorung infizierter
Epithelzellen der Haut. In seltenen Fallen kann auch das zentrale Nervensystem
(ZNS) infiziert werden, wenn das Virus im Blutstrom die Epithelzellen der Blut-Hirn-
Schranke infiziert und von dort aus weitergegeben wird. Alternativ ist es maglich,
dass infizierte Leukozyten durch die Blut-Hirn-Schranke transmigrieren und das Virus
im Gehirn an andere Zellen weitergeben '*7'?®, In seltenen Fallen entwickelt sich
daraufhin eine Enzephalitis, eine Entzindung der Hirnhaut. Beim Menschen gibt es
nach Maserninfektion drei Formen der Enzephalitis: die akute, postinfektiose
Masern-Enzephalitis (APME), die Einschlusskorperchenenzephalitis (MIBE) und die
subakute, sklerosierende Panenzephalitis (SSPE). Die APME ist wie der Name
schon sagt, eine akute Enzepalithis, die sich kurz nach dem Erscheinen des
Hautausschlages entwickelt und nur eine geringe Sterblichkeitsrate hat '?*'*°. Die
anderen beiden Formen, MIBE und SSPE, sind persistierende ZNS-Infektionen, die
stets tddlich verlaufen. MIBE kommt haufig bei Immunsupprimierten Patienten vor.
SSPE tritt meist Jahre nach der Primarinfektion auf und entwickelt sich meist wenn
diese im frihen Kindesalter (0-2 Jahre) auftrat, einem Alter in dem das Immunsystem

noch nicht ausgereift ist 23",

1.7. Maserninfektionsmodell
FiUr die nahere Untersuchung des Masernvirus und der Masernvirusinfektion gibt es

32 In diesem Labor wird ein persistentes Infektions-

verschiedenen Tiermodelle
modell verwendet, bei dem Mause mit einem neurotropen, rekombinanten Masern-
virus (rMVE"®%eGFP-CAMH) infiziert werden. Das Virus ist insofern modifiziert, als

dass es das Hamagglutinin (H) eines Nager-adaptierten Virusstammes (CAM/RB)
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enthalt 3% AuRerdem ist unter Kontrolle des Viruspromotors eine Gensequenz fiir
das grun fluoreszierende Protein (GFP) integriert und entsprechend wird GFP immer
exprimiert, wenn die RNA-abhangige RNA Polymerase aktiv ist. Darin liegt auch der
grol’e Vorteil des Modells: infizierte Zellen kénnen leicht durch das GFP detektiert
werden und durch das Nager-adaptierte H-Protein kdnnen normal Mause infiziert
werden, ohne dass eine transgene Expression des MV-Rezeptors notwendig ist.
Nach intrazerebraler Infektion von 2-Wochen-alten Mausen mit dem rekombinanten

Virus entwickeln 80 % der Mause eine persistente ZNS-Infektion '>*.

A Recombinantes Masernvirus rMVE429eGFP-CAMH

Grin fluoreszierendes Protein H-Gen des MV-Stammes CAM/RB
3[[GFP]] N [[Pev]] ™ | ] L []5
B AN  MV-Infektion

®

o

w

=

£

T T T T >
Zeit nach Infektion
C57BL/6 . l i ol Zf
Analyse Analyse
(akute Phase) (persistente Phase)

Abb. 5 Aufbau des rekombinanten Masernvirus und Infektionsmodell

(A) Das rekombinante Masernvirusgenom besteht aus einer GFP Gensequenz am 3' Strang, gefolgt
von den Gensequenzen flr die Strukturproteine Nukleocapsid (N), Phosphoprotein (P), den beiden
nicht-strukturgebenden Proteinen C und V, dem Matrixprotein (M), Fusionsprotein (F), dem Nager-
adaptieren Hamagglutinin (H) und der Polymerase (L) am 5' Ende (Abbildung aus Duprex et al. J Virol
1999). (B) Der Infektionsverlauf lasst sich in zwei Phasen unterteilen, der akuten Phase,
gekennzeichnet durch eine hohe Viruslast und der persistenten Phase mit einer geringen Viruslast.
Die akute Phase wurde an Tag 7 nach Infektion analysiert, die Persistente dagegen an Tag 28 nach
Infektion. Abbildung aus Schubert et al., J Gen Virol 2006 ™.

Die Infektion verlauft in Mausen im Wesentlichen asymptomatisch ohne die beim
Menschen typischen Hautekzeme. In der Akutphase der Infektion repliziert das Virus
stark, sichtbar an einer hohen Viruslast, und es kommt zur Infektion von Neuronen in
beiden Hirnhalften. Durch die induzierte Immunantwort wird das Virus groftenteils
beseitigt, es kann allerdings nicht vollstandig eliminiert werden. In der persistenten

Phase ist die Viruslast gering, aber es gibt nach wie vor noch infizierte Neuronen.
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Diese chronische Phase im murinen Infektionsmodell ahnelt der Situation in Kindern
mit einer persistenten Masernvirusinfektion vor Ausbrauch der SSPE Erkrankung im

Menschen.

1.8. Interaktionen von Viren und Sphingomyelinasen

Das gewahlte Maserninfektionsmodell ist zum einen interessant durch seine Treg-
Sensititvitat, zum anderen beeinflussen sich Sphingomyelinasen und Viren
gegenseitig. Es konnte gezeigt werden, dass die Infektion mit Masernviren (siehe
Seite 26) einen Einfluss auf den Sphingomyelin-Stoffwechsel hat, welcher wiederum
die MV-Aufnahme verstarkt. Die Bindung von Masernviren an DC-SIGN auf
Dendritischen Zellen aktiviert die NSM/Nsm und ASM/Asm. Infolgedessen kommt es
zur Akkumulation von Ceramid und der Generierung von Membranplattformen, was
eine Rekrutierung und Konzentrierung von Rezeptoren in der Plasmamembran zur
Folge hat . Der Maserneintrittsrezeptor CD150 befindet sich gemeinsam mit der
ASM/Asm in intrazytoplasmatischen, lysosomalen Kompartimenten. Die DC-SIGN-
abhangige Aktivierung der ASM/Asm fuhrt zu einer transienten Rekrutierung von
CD150 auf die Zellmembran. Dadurch kommt der Rezeptor DC-SIGN, wichtig fur die
Masernvirenbindung, und der Eintrittsrezeptor CD150 innerhalb der gebildeten
Mikromembrandomane in direkte Nahe zueinander. Letztendlich kommt es dadurch
zu einer verstarkten Masernvirenaufnahme in die Zelle %°.

Die Zusammensetzung der Membran und die Verteilung von Rezeptoren spielt
generell eine Rolle beim Viruseintritt in die Zelle. Aktivierte Sphingomyelinasen
konnen eine HIV (Humane Immundefizienz-Virus) Infektion unterbinden, indem sie
zwar die Bindung des Virus an die Zelle zulassen, aber die Fusion des Virus mit der
Zelle inhibieren *°. Der zugrunde liegende Wirkmechanismus ist eine Verdnderung in
der CD4 Clusterbildung, was zu einer Einschrankung der lateralen Diffusion von CD4
fuhrt. Diese ist jedoch notwendig damit CD4, gp120 und die Korezeptoren CXCR4
oder CCRS aneinander binden und somit eine Fusion des HI Virus mit der Zelle

erméglichen *°.
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1.9. Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Bedeutung der sauren Sphingomyelinase fur
die Funktion von T-Zellen und insbesondere regulatorischen T-Zellen tiefergehend zu
untersuchen. Daher wurde im ersten Teil der Arbeit die unterschiedliche Aktivierung
der sauren Sphingomyelinase in Treg Zellen im Vergleich zu Tconv Zellen, sowie die
Lipidzusammensetzung dieser Zelltypen erforscht. Im nachsten Schritt wurde dann
die Funktion der Treg Zellen in Asm-defizienten Tieren naher analysiert. Dort ist die
Frequenz der regulatorischer T-Zellen innerhalb der CD4" T-Zellen deutlich erhoht.
Aufgrund dessen wurde weiterhin gepruift, ob sich durch pharmakologische Inhibition
der Asm ein positiver therapeutischer Effekt auf die Anzahl regulatorischer T-Zellen
nachweisen lasst.

Im letzten Teil der Arbeit wurden im in vivo Masernvirusmodell die Effekte der Asm
Defizienz/Inhibition in T-Zellen naher inspiziert. Dafur wurde die Rolle des
Sphingolipidmetabolismus bei der Kontrolle der akuten und persistenten
Maserninfektion untersucht. Der Vorteil dieses in vivo Modells ist dessen Treg
Sensitivitat, weil die Viruslast direkt mit der Anzahl an Treg Zellen in den infizierten
Tieren korreliert. Wie zuvor gezeigt werden konnte, flhrt eine Erhdhung der Treg-
Frequenz durch Stimulation mit anti-CD28 superagonistischen monoklonalen
Antikorpern zu einer transienten Immunsuppression und einer daraus resultierenden
verstarkten Virusreplikation und Ausbreitung. Dagegen fuhrte eine Depletion der

Treg Zellen zu einer Reduktion der persistenten Infektion 2.
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2. Material

2.1. Biochemische Reagenzien

Amitriptylin Sigma-Aldrich (Steinheim)
Benzonase Novagen (Darmstadt)

Collagenase SERVA Electrophoresis (Heidelberg)
DABCO Sigma-Aldrich (Steinheim)
Desipramin Sigma-Aldrich (Steinheim)
Diphtherietoxin Calbiochem/Merck (Darmstadt)
Foren (Wirkstoff Isofluran) CP-Pharma (Burgdorf)

HBSS Biowest (Nuaillé, Frankreich)

Proleukin ® (rekomb., humanes IL-2) Novartis (Basel, Schweiz)

2.1.1. Chemikalien

Bromphenolblau SERVA Electrophoresis (Heidelberg)
Calciumchlorid (CaCly) Sigma-Aldrich (Steinheim)
Dimethylsulfoxid AppliChem (Darmstadt)
Dinatriumhydrogenphosphat Ferak (Berlin)

(NazHPO,)

Eisessig AppliChem (Darmstadt)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) AppliChem (Darmstadt)
Glycerol AppliChem (Darmstadt)
Glycin AppliChem (Darmstadt)
Kaliumchlorid (KClI) A. Hartenstein (Wurzburg)
Kaliumhydrogencarbonat AppliChem (Darmstadt)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2,PO4) Ferak (Berlin)
Magnesiumchlorid (MgCl; ) Ferak (Berlin)
Magnesiumsulfat (MgSQa,) Ferak (Berlin)
Natriumacetat (C,H3NaO5) Ferak (Berlin)

Natriumazid (NaNs3) AppliChem (Darmstadt)
Natriumchlorid (NaCl) AppliChem (Darmstadt)
Natriumhydroxid (NaOH) Ferak (Berlin)
Natriumkarbonat (Na;CO3) AppliChem (Darmstadt)
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Natrium-Taurocholate
Neutralrot
Paraformaldehyd (PFA)
Percoll

Pluronic F-127
Rinderserumalbumin (BSA)
Tris

Tween®20

2.1.2. Farbstoffe und Kits
di-4-ANEPPDHQ (ANEP)
Annexin V APC

CD4 Isolationskit

Foxp3 Staining Kit
Perm/Wash-Puffer
Zellproliferationsdye (eFluor 670)

Sigma-Aldrich (Steinheim)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

GE Healthcare (Freiburg)
VWR (Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)

Invitrogen (Carlsbad, Canada)
Becton Dickinson (Heidelberg)
MiltenyiBiotec (bergisch Gladbach)
Affimetrix (Santa Clara, Kalifornien)
eBioscience

Becton Dickinson (Heidelberg)

eBioscience (Frankfurt am Main)
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2.2. Antikorper

Spezifitat | Konjugat | Klon Isotyp Hersteller | Verdiinn-
ung
CD3 PerCp 145-2C11 armenischer Biolegend 1:100
Hamster IgG

CD4 BV 421 GK1.5 Ratte IgG2b, k | Biolegend 1:1500

CD8b Alexa 700 | YT5156.7.7 | Ratte IgG2a, k | Biolegend 1:100

CD8 PerCp 53-6.7 Ratte IgG2a, k | Becton 1:50
Dickinson

CD19 FITC 1.D3 Ratte 1gG2a, k | Biolegend 1:100

CD25 PE-Texas- | PC-61 Ratte 1gG1 eBioscience | 1:250

Red

CD25 PE 7D4 Ratte IgMk Miltenyi 1:40

CD44 FITC IM7 Ratte IgG2b, k | Becton 1:100
Dickinson

CD45 BV 510 30-F11 Ratte IgG2b, k | Biolegend 1:1500

CD152 PE UC10-4B9 | Armenischer Biolegend 1:50

(CTLA-4) Hamster IgG (1:100

Kultur)

CD152 PE-Cy7 UC10-4B9 | Armenischer Biolegend 1:250

(CTLA-4) Hamster IgG

T-bet Perp- 4B10 Maus IgG1, k | eBioscience | 1:100

Cy5.5

CcD62L PE MEL-14 Ratte IgG2a, Kk | Becton 1:100
Dickinson

Ki67 PE B56 Maus IgG1, k | Becton 1:200
Dickinson

Foxp3 APC 3G3 Maus IgG1k Miltenyi 1:50

MV  Pro5 | PE H-2Db Proimmune | 1:20

MHC RIVINREHL

Pentamer
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2.3. Gerate
Analysenwaage
Biofuge pico
Brutschrank
Elektrophoresekammern
FACS Aria lll

FACS Calibur

FACS LSR I
Fluoreszenzmikroskop
Homogenisator
Lichtmikroskop
Magnetrihrer
Multipipette Discovery
Pipetten
Praparationsbesteck
Schlauchpumpe
Stahlsiebe

Stepper
Sterilwerkbank
Neubauer Zahlkammer
Tischzentrifuge
Ultrazentrifuge

Sorvall Discovery 90SE
Vibratom

Vortex VTX-3000L
Wasserbad

Zentrifuge

Zellschaber

A. Hartenstein (Wurzburg)
Heraeus (Gera)

Heraeus (Gera)

VIM (Wurzburg)

Becton Dickinson (Heidelberg)
Becton Dickinson (Heidelberg)
Becton Dickinson (Heidelberg)
Aristoplan Leitz (Wetzlar)

A. Hartenstein (Wurzburg)
Leica Microsystems (Wetzlar)
IKA.-Labortechnik (Staufen)
HTL (Warszawa, Polen)
Eppendorf (Hamburg)

A. Hartenstein (Wurzburg)
MS-Reglo Ismatec SA (Glattbrugg, Schweiz)
VIM (Wurzburg)

Tridak (Torrington, USA)
Heraeus (Gera)

A. Hartenstein (Wurzburg)

Heraeus (Gera)

Thermo Scientific (Waltham, USA)
Leica (Wetzlar)

A. Hartenstein (Wurzburg)

A. Hartenstein (Wurzburg)

Hettich (Tuttlingen)

A. Hartenstein (Wurzburg)
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24. Losungen, Puffer und Medien

Losungen

ATV
137 mM NaCl, 5 mM KCI, 5 mM Glucose, 7 mM NaHCOs;, 0,5 g/l Trypsin, 0,2 g/l
Versene, pH=7,4

BSS (Balanced Salt Solution 1, 11)

BSS I: 50 g Glucose, 3 g KH2PO4, 11,9 g Na;HPO4, 0,5 g Phenolrot ad 5 | H,Odest
BSS II: 9,25 g CaCly, 20 g KClI, 320 g NaCl, 10 g MgCl,, 10 g MgSO4 ad 5 | H,Odest
125 mlI BSS | mit 125 ml BSS Il mischen ad 1 | H,O dest.

BSS/BSA:
BSS Lésung mit 0,2 % BSA

Kochsalzlésung
1,8 % NaCl: (1,8 g NaCl auf 11 H,O dest.)
0,9 % NaCl (0,9 g NaCl auf 11 H,O dest.)

HMU-PC: 6-hexadecanoylamino-4-methylumbelliferyl-phosphorylcholine
(HMU-PC von Moscerdam, Lagerung -80°C, auftauen bei 37°C)
10 mg HMU-PC in 12,5 ml 250 mM Natriumacetat mit 0,2 % Natrium-Taurocholate

bei 56°C auflosen

Mowiol

2,4 g Mowiol 4-88, 6 g Glycerol und 6 ml H,O auf Magnetrihrer 1-2 h mischen;
Zugabe von 12 ml 0,2M Tris-HCI pH=8,5; Inkubation bei 50°C 10 min; danach bei
4.000 g, 20°C fiir 15 min zentrifugieren; Uberstand mit 2,5 % DABCO versetzen und
bei 37°C l6sen
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4 % Paraformaldehyd
20 g PFA in 50 ml H,O und 400 pl 10 N NaOH bei 70°C Iésen; mit PBS auf 0,5 |

auffullen; bei 4°C lagern

Trypanblau:
0,04 % Trypanblau mit 0,05 % Natriumazid in PBS

Puffer

Asm Assay Substratpuffer

250 mM Natriumacetat Losung ansetzen, abpuffern mit Essigsaure (20 %), einstellen

auf pH 5,2, frisch EDTA zugeben auf eine finale Endkonzentration von 1,3 mM

Asm Assay Lysepuffer

Asm-Substratpuffer mit 0,2 % Natrium-Taurocholat

Asm Assay Stopplésung
0,2 M Glycin, 0,2 M NaOH, 0,25 % Triton X in H20dest, einstellen auf pH 11

Dissoziationspuffer
23 mM CaCl,, 50 mM KCI, 42 mM MgCl;, 153 mM NaCl

FACS-Puffer
11 PBS mit 0,1 % BSA, 0,2 g Natriumazid

PBS (Phosphat-gepufferte Saline)
138 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 6,5 mM Na,HPO4, 1,5 mM KH,PO4, 0,9 mM CaCls,,
0,5 mM MgCl,, pH=7,4 einstellen

PBBS
123 mM NacCl, 4,3 mM KCI, 6,5 mM Na;HPOy4, 1,5 mM KH2PO4, 1,3 mM, CaCly,
1 mM MgCl; x 6H20; 0,8 mM MgSO4 x 7H,0O, 5SmM Glucose, 1 % Phenolrot
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6x DNA Ladepuffer
6x 0,25 % Bromphenolblau, 0,25 % Xylencyanol, 30 %Glycerol in H,O

TAC-Puffer
20 mM Tris, 0,83 % NH4CI, pH 7,2, autoklaviert

TAE-Puffer
50x 2 M Tris, 5,71 % Eisessig, 0,05M EDTA, pH=8,0

Medien

MEM und MEM 2x

Zusammensetzung nach Eagle und Levine, 1967

Mausmedium
RPMI 1640 Medium (Gibco) mit 10 % fetalem Kalberserum (FCS), 2 mM Glutamin,
10 mM HEPES, 50 uM 2-Mercaptoethanol, 100 ug/ml Streptomycin, 100 U/ml

Penicillin

2.5. Software

FlowJo v8.8.7 FACS Daten Analyse Programm
Graphpad Prism Statistiksoftware

Mendeley Literaturverwaltungssoftware
ZEN2012 Konfokalmikroskopie

Mass Hunter Agilent Technologies Massenspektroskopie

2.6. Verbrauchsmaterial

Einmal-Spritzen BD Plastikpack A. Hartenstein (Wurzburg)
Deckglaser A. Hartenstein (Wurzburg)
FACS-Rohrchen Becton Dickinson (Heidelberg)
15ml/50ml Greiner Falcon bio-one (Frickenhausen)
Glasware VIM (Wurzburg)

Kanulen A. Hartenstein (Wurzburg)
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LD- und LS- Saulen
Mikrotiter-Réhrchen
Mikrotiterplatte (96-Well U-Boden)
Nylonsieb 70 pm

Objekttrager

Reaktionsgefale

Petrischalen

Pipettenspitzen

UZ-Rdhrchen Seton
Zellkulturflaschen

Zellschaber

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach)
A. Hartenstein (Wurzburg)

Greiner Labortechnik(Frickenhausen)
Becton Dickinson (Heidelberg)

A. Hartenstein (Wurzburg)
Eppendorf (Hamburg)

Greiner Labortechnik (Frickenhausen)
A. Hartenstein (Wurzburg)

Beranek Laborgerate (Weinheim)
greiner bio-one (Frickenhausen)

A. Hartenstein (Wurzburg)
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3. Methoden
3.1. Zellbiologische Methoden

3.1.1. Gewinnung von Milz- und Lymphknotenzellen

Zu analysierende Mause wurden mittels CO, getdtet und der eingetretene Tod durch
Uberprifen der Vitalreflexe (Zwischenzehreflex, Lidschlussreflex) bestatigt. Die
Mause wurden anschlieend in Ruckenlage fixiert und mittels eines Langsschnittes
und seitlichen Entlastungsschnitten aufprapariert. AnschlieBend wurden zervikale,
axillare, inguinale und mesenterische Lymphknoten sowie Milz entnommen und in
kaltem BSS/BSA aufbewahrt. Die Lymphknoten wurden entweder separat
aufgearbeitet oder gepoolt. Die Organe wurden mit einer Pinzette in Nylonsiebe (40
um) in BSS/BSA-geflllten Petrischalen Uberfuhrt und mit dem Stempel einer 20 ml
Spritzen zerrieben. Die Zellsuspension wurden in Greiner Rohrchen Uberfuhrt, bei
190g fur 5 Minuten zentrifugiert und abschlielend in einem angemessenem Volumen
BSS/BSA oder Mausmedium (10 % FCS-haltigem RPMI Medium) aufgenommen. Bei
Milzzellen wurden die Erythrozyten mittels hypoosmotischem Schock depletiert.
Dazu wurden auf dem Vortexer 3 ml ddH,0 zu den pelletierten Milzzellen zugegeben.
Dieses bringt die Erythrozyten durch den osmotischen Druck zum Platzen. Durch
sofortige Zugabe von 3 ml 1,8 %iger NaCl-Losung wurde das Praparat ins

isotonische Gleichgewicht gebracht.

3.1.2. Gewinnung von T-Zellen aus dem Gehirn mittels Percollgradienten

Fir die Isolation von T-Zellen aus dem Gehirn wurde dieses prapariert (Praparation
siehe 3.3.5), in ein Stahlsieb Uberfuhrt und mittels Spritzenstempel in PBBS
zerrieben. Die Zellsuspension wurde mit PBBS gewaschen und bei 170g und 10°C
fur 10 min zentrifugiert. Fur den Verdau wurde das Pellet in einer Losung aus
Dissoziationspuffer (1,4 ml) mit 50 U Benzonase und 0,4 U Collagenase
aufgenommen und bei 37°C unter gelegentlichem Schwenken fur 1 Stunde inkubiert.
Nach einem Waschschritt wurde das Gehirnpellet in 10 ml isotonischem Percoll der
Dichte 1,088 g/ml resuspendiert und in ein frisches 50 ml Falcon uberfuhrt. Mit Hilfe
einer Metallnadel und Spritze wurde die Zellsuspension mit 5 ml isotonischem Percoll
der Dichte 1,112 g/ml unterschichtet. Anschlielend wurden die vorhandenen
Schichten nacheinander mit je 9 ml isotonischem Percoll der Dichten 1,078 g/ml,

1,05 g/ml und 1,03 g/ml und PBBS vorsichtig Uberschichtet. Der Percollgradient
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wurde far 45 min bei 1500g, 20°C und ohne Bremse zentrifugiert. Lymphozyten
wurden von der 1,088-1,078 g/ml Interphase und von der 1,078-1,05 g/ml Interphase
abgenommen, einmal mit 40 ml PBBS gewaschen und in 10 % FCS-haltigem RPMI

Medium aufgenommen.

3.1.3. Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer und 0,04 %iger Trypan-
blaulésung bestimmt. Daftr wurden die Zellen 1:10, 1:5 oder 1:2, je nach Zellmenge,
in Trypanblau verdunnt und 10 pl der Zellsuspension in eine Neubauer Zahlkammer
uberfuhrt. Gezahlt wurden nur die lebenden, hellleuchtenden Zellen, aber nicht die
blaugefarbten, toten Zellen. Die Zellzahl pro ml Zellsuspension wurde mit der
folgenden Formel berechnet:

gezahlte Zellzahl im 16er Quadrat x Verdiinnungsfaktor x Kammerfaktor (1*10%)

3.1.4. Zellaufreinigung

Aufreinigung mittel MACS Methode

Fur die Aufreinigung von Treg und Tconv Zellen wurden zunéchst CD4" T-Zellen
mittels CD4 Negativ-Isolationskit von Miltenyi bzw. Affymetrix nach Hersteller-
angaben aufgereinigt. Die gewonnenen CD4* Zellen wurden auf 2*10"/ml in
BSS/BSA eingestellt und mit anti-CD25 PE Antikdrper (Miltenyi, 1:40) fur 15 min bei
4°C gefarbt, gewaschen und mit 10 pl pro 1*10” Zellen anti-PE magnetischen
Microbeads (Miltenyi, ) fir 15 min bei 4°C markiert. Nach einem weiteren
Waschschritt wurden die Zellen in einem Volumen von 1 ml BSS/BSA aufgenommen,
auf vorbereitete LS-Saulen (Miltenyi, LS =“Separation®) gegeben und anschlielend
dreimal mit je 3 ml BSS/BSA gespult. Im Durchfluss enthalten sind Tconv Zellen, in
der Saule dagegen verbleiben die mit magnetischen Beads-markierten CD25", Treg
Zellen. Diese wurden anschlieBend aulRerhalb des Magneten mit 5 ml BSS/BSA
ausgespult. Fur eine verbesserte Reinheit wurden die Treg Zellen nochmals Uber
eine LS Saule und die Tconv Zellen Uber eine LD-Saule (Miltenyi, LD= ,Depletion®)
gegeben. Der Reinheitsgrad wurde mittels FACS-Farbung verifiziert und betrug ca.
95 % bei den Tconv Zellen und 85 % bei den Treg Zellen.
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Aufreinigung mittels FACS-basierter Zellsorterierung

Wie zuvor wurden zunichst CD4" T-Zellen mittels CD4-Negativ-Isolationskit von
Miltenyi bzw. Affymetrix nach Herstellerangaben aufgereinigt. Die resultierenden
CD4" Zellen wurden auf 2*10” Zellen/ml in 10 % FCS-haltigem RPMI Medium
eingestellt und mit anti-CD4 Pacific Blue (1:300) und anti-CD25 APC (1:200)
Antikdrper fur 15 min bei 4°C gefarbt, gewaschen, in 10 % FCS-haltigem RPMI
Medium aufgenommen und am FACS Aria Ill anhand der Marker in die Fraktionen
CD4" CD25 und CD4" CD25" aufgeteilt. Im Gegensatz zum Durchflusszytometer,
mit dem Fluoreszenzantikérper-markierte Zellen nur dargestellt werden konnen,
konnen Zellen mit dem FACS Aria Il mittels Sortierelektronik getrennt werden. Dazu
werden die Zellen in Flussigkeitstropfen elektrostatisch aufgeladen und je nach

Ladung in verschiedene Zielrohrchen abgelenkt.

3.1.5. Massenspektroskopische Analysen

Fiur die Lipidanalysen wurden 1,5*10° FACS-aufgereinigte Treg und Tconv Zellen in
500 plI Methanol aufgenommen, im Eppendorfgefall mit flissigen Stickstoff
schockgefroren und auf Trockeneis zur externen Analyse bei AG Kleuser geschickt.
Bei der Lipidextraktion wurden C17 Ceramid und C16-31 Sphingomyelin als interne
Standards verwendet. Die Probenanalyse erfolgte mittels hochaufldsender Flissig-
chromotographie-MS/MS im Q-TOF 6530 Massenspektroskop, eingestellt auf den
positiven ESI Modus. Die Ceramid Vorlauferionen: (C16-Ceramid (m/z 520.508),
C17- Ceramid (m/z 534.524), C18- Ceramid (m/z 548.540), C20- Ceramid (m/z
576.571), C22- Ceramid (m/z 604.602), C24- Ceramid (m/z 632.634), C24:1-
Ceramid (m/z 630.618)) wurden in das Fragment m/z 264.270 lon gespalten. Die
Sphingomyelin Vorlauferionen: (C16- Sphingomyelin (m/z 703.575), C16-d31-
Sphingomyelin (m/z 734.762), C18- Sphingomyelin (m/z 731.606), C20- Sphingo-
myelin (m/z 759.638), C22- Sphingomyelin (m/z 787.669), C24- Sphingomyelin (m/z
815.700), C24:1- Sphingomyelin (m/z 813.684)) wurden entsprechend in das
Fragment m/z 184.074 gespalten. Die Quantifikation erfolgte mit der Software Mass

Hunter (Agilent Technologies).
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3.1.6. Einbau von Ceramiden und Clickreaktion

Gesamtlymphknotenzellen (1*10) aus WT oder Asm” Mausen wurden mit N3-Ce-
Ceramid (25 yM Endkonzentration, 10 mM Stockkonzentration) in HBSS Medium mit
Pluronic F-127 (20 % in DMSO) fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert,
wodurch das Ceramid in die Membranen eingebaut wurde. Zur Kontrolle wurden
Zellen nur in HBSS inkubiert. Nach einem Waschschritt wurde bei Raumtemperatur
fur 10 Minuten die Clickreaktion mit dem Farbstoff Alexa Fluor 488 DIBO Alkyne
(20 uM; Life Technologies) durchgefuhrt. Fir eine Kofarbung wurde CD25 APC
parallel mit dem Farbstoff Alexa Fluor 488 DIBO gefarbt. Danach wurden die Zellen
dreimal mit HBSS gewaschen und fur die Mikroskopie auf einen 12-Well Objekttrager
aufgetragen. Fur die Mikroskopie wurden konfokale Aufnahmen am LSM 780
Konfokalmikroskop (ausgestattet mit 40x Plan-Apochromat Olobjektiv) unter Nutzung
der Laser 404 nm, 488 nm und 633 nm erstellt. Diese Bilder wurden mit dem
Programm ZEN2012 fur Konfokalmikroskopie verarbeitet und ausgewertet.

FUr eine Quantifizierung wurden die Proben in FACS-RAhrchen UberfUhrt und am
FACS gemessen. Im Fall der FACS-Analyse wurden die Zellen mit den FACS-
Antikdrpern anti-CD4 brilliant violet 421 (1:1000) und anti-CD25 APC (1:100) und
optional anti-CD44 PE (1:100) kogefarbt. Besonders wichtig fur die FACS-Analyse ist
die Unterscheidung von toten und lebenden Zellen, da die toten Zellen stark
unspezifisch mit dem DIBO Farbstoff angefarbt werden. Daher wurden die Zellen
zusatzlich mit dem Lebend-Tot-Farbstoff V780 gefarbt. Bei der FACS-Analyse
wurden die Zellen mittels Gating in CD4" CD25" Treg Zellen, CD4" CD25 CD44
naive Tconv und CD4" CD25 CD44" Effektor-Tconv Zellen eingeteilt.

3.1.7. Asm Aktivitatsassay

Wie oben beschrieben (3.1.4), wurden Tconv und Treg Zellen aufgereinigt. Fur die
Stimulation der Asm wurden T-Zellen (1*10°) mit 1 pug/ml anti-Maus CD28 Antikdrper
(Klon 37.51) fur 20 Minuten auf Eis vorinkubiert. Die Aktivierung erfolgte durch
Quervernetzung der CD28 Molekule durch anti-Maus 1gG, gebunden auf
vorgecoateten 48-Well Platten (25ug/ml anti-Maus 1gG gecoatet fur 1 Std bei 37°C).
Dazu wurden die anti-CD28-gebundenen Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten (45,
30, 20, 10 Minuten) nacheinander auf die Platte Uberfuhrt, bei 37°C inkubiert und

zum Abstoppen der Stimulation zum Zeitpunkt Null auf Eis Uberfuhrt. Anschlief3end
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wurden die T-Zellen in 200 ul Asm Lysepuffer aufgenommen und durch wiederholtes
Einfrieren im Methanol/Trockeneis Bad und Auftauen im 37°C Wasserbad lysiert (4-5
Zyklen). Zum Entfernen der Zellkerne wurden die Zellfragmente fur 5 Minuten bei
560g (4600 rpm) in der Eppendorf Zentrifuge (4°C) zentrifugiert, die Uberstéande mit
den Zellmembranen in Ultrazentrifugationsréhrchen Uberfihrt und mit Asm-Puffer
aufgeflllt. Fir die Membranisolation wurden die Lysate fur 1 Std bei 90838g
(26000rpm) in der Ultrazentrifuge zentrifugiert. Die Uberstédnde wurden verworfen
und die Membranpellets in 40 yl Asm-Lysepuffer aufgenommen. Je 10 pul Lysat
wurden mit 10 yl Asm-Lysepuffer, 1,3 pl 30 mM EDTA und 10 pl 1,35 mM HMU-PC
(6-hexadecanoylamino-4-methylumbelliferyl-phosphorylcholine), ein Sphingomyelin-
ahnliches Substrat, zusammengegeben und fur 17 Std bei 37°C inkubiert (angesetzt
als Triplikate, Negativkontrolle ohne Lysat). Am nachsten Tag wurde die Reaktion mit
200 pl Stopplésung beendet und in schwarze Mikrotiterplatten zur Analyse am
Fluoreszenzmessgerat Uberfuhrt. Die membrangebundene Asm spaltet Uber Nacht
das HMU-PC zu einem fluoreszierenden Produkt, welches am Fluoreszenz-
messgerat bei einem Extinktionswert von 404 nm und Emissionswert von 460 nm
gemessen werden kann. Die Starke der Fluoreszenz korreliert mit der umgesetzten

Menge des Substrats und zeigt somit die Asm Aktivitat an.

3.1.8. Bestimmung der Serumkonzentration von Amitriptylin und Nortriptylin

Um den Erfolg der Behandlung der Mause mit Amitriptylin Uber i.p. Gabe zu
Uberprufen wurde die Konzentration von Amitriptylin im Serum bestimmt. Um
festzustellen, ob Amitriptylin auch entsprechend verstoffwechselt wurde, wurde
zusatzlich die Konzentration des Metabolits Nortriptylin analysiert. Dafur wurde den
Mausen mittels Herzpunktion Blut entnommen . Fir die Serumgewinnung wurde das
Blut 30 Minuten bei 2200g in der Biofuge Pico von Heraeus zentrifugiert. Durch die
Zentrifugation kann das Serum im Uberstand abgenommen werden. AnschlieRend
wurde von Herrn Burger aus der Psychiatrie die Konzentrationsbestimmung
durchgefuhrt. Amitriptylin und Nortriptylin wurden mittels HPLC-Methode aufgetrennt
und Uber UV-Detektion quantifiziert. Daflir wurden die Stoffe zunachst Uber eine
Festphase mittels Saulenschaltung extrahiert und anschlieBend Uber eine
analytische Saule aufgetrennt. Durch Erstellung einer Eichgerade konnte die

Konzentration bestimmt werden.
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3.1.9. Viruszucht, Virusaufreinigung und Titerbestimmung

Das verwendete rMVE"®%eGFP-CAMH Virus wurde auf Vero Zellen geziichtet. Vero
Zellen stammen aus einer 1962 etablierten Zelllinie von Nierenepithelzellen einer
Grinen Meerkatze. Die Kultivierung erfolgte im Brutschrank bei 37°C, 5 % CO;
Gehalt und 95 % Luftfeuchtigkeit in 10 %igem FCS-haltigem MEM Medium. Die
Zellen wachsen als adharente Einzelzellschicht und werden bei 90-95 % Konfluenz
nach Ablésen mit ATV in neue Zellkulturflaschen aufgeteilt (das Splitten der Vero
Zellen erfolgte 2-3x wochentlich).

Fir die Virusvermehrung wurden Verozellen bei 60-70 %iger Konfluenz mit einer
MOI von 0,01 (Anzahl infektioser Partikel pro Zelle) fur 2 Stunden unter mehrfachem
Schwenken infiziert, danach wurde das Virus abgenommen und die so erhaltenen
Zellen fur 2-3 Tage im Brutschrank inkubiert. Das Fortschreiten der Infektion wurde
mittels Mikroskop Uberpruft. Bei maximaler Synzytienbildung (das Verschmelzen
mehrerer infizierter Zellen) wurde das Medium auf 2 ml reduziert. Die Kulturflasche
wurde bei -80°C eingefroren, um ein Platzen der Zellen zu induzieren. Im Anschluss
lie® man die Flasche langsam bei 4°C auftauen, I6ste die Zellen mittels Zellschaber
und poolte die Lysate mehrerer Flaschen in einem 50 ml Greiner Falcon. Um
zellgebundenes Virus zu l6sen, wurden die Lysate zusatzlich in einen Homogenisator
(Douncer) gegeben und mehrfach durch Auf- und Abbewegung des Stempels
homogenisiert. Die Zelltrimmer wurden bei 4430g (4500U/min), bei 10°C fur 15 min
pelletiert und der virushaltige Uberstand in Kryordhrchen Uberfiihrt und bei -80°C
gelagert. Um die Viruskonzentration zu bestimmen, wurde ein sogenannter Plaque-
Assay durchgefuhrt. Fur diesen wurden die durch Infektion entstehenden
Plaques/Locher in einer Einzelzellschicht ausgezahlt. Hierfur wurden in eine 6-Well
Platte 1,5*10° Verozellen/Well ausgesit und am ndchsten Tag mit verschiedenen
Stufen einer Verdinnungsreihe der Viruspraparation (102-107) infiziert. Nach 2
Stunden Infektion wurde die Virusverdinnung abgenommen und die Zellen mit einer
Overlay-Mischung (Agar-Medium-Gemisch) uberschichtet. Nach 5 Tagen Inkubation
im Brutschrank wurde die Anzahl der Plaques nach Neutralrot-Farbung (Anfarben
lebender Zellen) ausgezahlt. Die Anzahl der Plaques ergab den Faktor und die
Verdunnungsstufe die Potenz der Viruskonzentration, z. B. 2 Plaques bei der

Verdiinnung 10°® ergibt einen Virustiter von 2*10° pfu/ml.
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3.2. In vitro Kulturen

3.2.1. Suppressionsassay

Gepoolte Lymphknotenzellen und Milzzellen wurden mit anti-CD25 PE Antikorpern
und anti-PE beads markiert (siehe Zellaufreinigung) und Uber eine LD Saule
gegeben. Die nichtmagnetische Fraktion; bestehend aus konventionellen T-Zellen
und Antigen-prasentierenden Zellen, wurde in einem zweiten LD Saulen Schritt
weiter aufgereinigt und anschlielend mit dem Zelldivisionsfarbstoff eFluor 670
markiert. Daflr wurden die Zellen in Protein-freiem Medium (BSS) entsprechend
einer Konzentraion von 1*107 Zellen aufgenommen. Der Farbstoff eFluor 670 wurde
mit einer Konzentration von 5 uM separat in gleich viel Volumen BSS angesetzt.
Unter starkem Vortexen wurde die Farbeldsung der Zellsupension zugegeben,
wodurch eine gleichmalRige Verteilung des Farbstoffs gewahrleistet war und bei 37°C
fur 5 Minuten inkubiert. Abgestoppt wurde die Reaktion durch Zugabe von kaltem,
protein-haltigem Medium (BSS/BSA) und anschlieRend wurden die Zellen noch
zweimal gewaschen. Die Treg-angereicherte, CD25" magnetische Fraktion wurde
am BD FACS Aria Ill gesortet um CD4" CD25" regulatorische T-Zellen zu erhalten.
FUr den Suppressionsassay wurden CD4" CD25 konventionelle T-Zellen inklusive
Antigen-prasentierender Zellen zusammen mit CD4" CD25" regulatorischen T-Zellen
in den Verhaltnissen 1:1, 1:2, 1:4, und 1:8 kokultiviert. Je nach Versuch wurden Treg
und Indikatorzellen von WT oder Asm”™ Mausen verwendet. Fiir die Stimulation der
Zellen wurde anti-CD3 monoklonaler Antikorper (5 pg/ml) hinzugeflgt. Nach drei
Tagen Kultur bei 37°C wurde die Zellteilung mittels Zellmarkerverdinnung (eFluor
670) analysiert und der Anteil der Suppression mit der Formel 100 x (Divisionsindex

[Tind] -Divisionsindex [Tind + Tregs])/ Divisionsindex [Tind] berechnet.

3.2.2. Capture-Assay

CTLA-4 kann aufgrund seiner geringen Oberflachenexpression nur schlecht
extrazellular angefarbt werden. Deshalb wurde das an die Oberflache transportierte
CTLA-4 durch Antikdrperfarbung im Capture Assay sichtbar gemacht. Dafur wurden
Gesamtlymphknotenzellen in Gegenwart von 25 |U/ml rekombinantem Interleukin-2
(IL-2) kultiviert oder zusatzlich mit anti-CD3 monoklonalem Antikdrper (5 ng/ul)
stimuliert und mittels anti-CTLA-4 PE Antikorper Uber einen Zeitraum von 0,5, 2, 4

und 24 Stunden markiert. Als Spezifikationskontrolle wurde eine passende PE-

44



Isotypkontrolle verwendet. Zur Zellklassifizierung wurden die Zellen mit anti-CD4,
anti-CD25 und anti-Foxp3 gegengefarbt und bei der Auswertung auf CD4* CD25"
Foxp3® Treg Zellen gegatet. Der MFI (Median der Fluoreszenz) der CTLA-4 PE
Farbung gab eine Aussage dartber, wie viele CTLA-4 Moleklle im gewahlten
Zeitraum an die Oberflache transportiert wurden und dort angefarbt wurden. Parallel
dazu wurde durch intrazellulare CTLA-4 Farbung die Gesamtmenge an CTLA-4 in
der Zelle bestimmt. Daraus konnte das Verhaltnis von an die Oberflache
transportiertem CTLA-4 zu gesamtem CTLA-4 gebildet werden. Als Kontrollen

dienten Farbungen mit Isotyp Antikdrpern mit irrelevanter Spezifitat.

3.2.3. In vitro Kulturen in Gegenwart von Asm-Inhibitoren

Fir die Analyse von Treg-Frequenzen in Abhangigkeit von Asm-Inhibitoren wurden
2*10° gesamte oder CD4" Splenozyten aus WT oder Asm” Mausen in 96-Well
Rundbodenplatten fir drei Tage in 10 % FCS-haltigem RPMI Medium in Gegenwart
von Amitriptylin oder Desipramin (0,6 M, 1 M, 2 pM, 5 pM und 10 pM) und in An-
oder Abwesenheit von IL-2 (0,1 uM oder 1 pM) inkubiert. Um den Wirkmechanismus
naher zu analysieren wurden Mischkulturen angefertigt, zusammengesetzt aus
CD25 Zellen (Tconv und APCs) aus WT oder Asm” Mausen zusammen mit

sortierten Treg Zellen aus WT Mausen und wie oben behandelt.

3.3. Tierexperimentelle Methoden

3.3.1. Mause

Asm™” (Smpd1”) C57BL/6 Mause stammen von R. Kolesnik (Memorial Sloan-
Kettering Cancer Center, NY) und wurden heterozygot x heterozygot verpaart. Die
B6.129(Cg)-Foxp3M3PTRGFPIAY ) Mause'™ wurden von der Firma Jackson (the
Jackson Laboratories) gekauft. Alle Mausstamme wurden unter spezifisch-
pathogenfreien Bedingungen in der Tierhaltung des Instituts fur Virologie und
Immunbiologie Wurzburg beziehungsweise des Instituts fur Molekulare Biologie
Essen gehalten. Die gesamten Tierexperimente wurden im Einklang mit dem
Deutschen Tierschutzgesetz durchgefuhrt und durch die Regierung von Unterfranken
genehmigt. Fur die Experimente wurden Geschwistertiere mit unterschiedlichen

Genotypen verglichen.
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3.3.2. In vivo Behandlung von Mausen mit Amitriptylin

C57BL/6 Mause wurden an zwei aufeinanderfolgenden Tagen zweimal taglich
morgens und abends und am dritten Tag morgens mit 0,5 mg Amitriptylin (Dosis ca.
20 mg/kg Korpergewicht), gelost in 200 pl 0,9 %iger Kochsalzlésung intraperitoneal
injiziert.

Bei den Transferexperimenten wurden am Tag vor Behandlungsbeginn 0,8-1*10’
CD4" aufgereinigte T-Zellen aus Thy1.1"/Thy1.2" Mausen (Alter 17-20 Wochen) in

Asm™

Mause (Alter 4-12 Wochen) intravendse injiziert. Wahrend der
Amitriptylinbehandlung von infizierten Mausen wurde die Dosis Alters- und
Gewichtsabhangig angepasst. Im Alter von 4 Wochen (ca. 15 g) betrug die Dosis
0,25 mg, im Alter von 5 Wochen (ca. 19 g) waren es 0,36 mg und danach wie zuvor
0,5 mg Amitriptylin (ab ca. 23-25 g). Der Behandlungsbeginn war an Tag 14 nach der
Infektion und erfolgte zweimal taglich fur weitere 14 Tage. Bei der Behandlung von
Foxp3-DTR Mausen wurde die Zeit auf eine Woche, je zweimal taglich verkurzt,

beginnend ab Tag 21.

3.3.3. Intrazerebrale Maserninfektion

Mause im Alter von 14-17 Tagen beziehungsweise einem Mindestgewicht von 6 g
wurden uber die Atemluft mit Isofluran narkotisiert und im Nackengriff fixiert. Mit einer
1 ml Tuberkulinspritze, fixiert in einem mechanischen Stepper, wurden die Mause
intrazerebral mit 2000 pfu rMVE®*%eGFP-CAMH Virus in 20 ul sterilem PBS injiziert.
Die Applikation erfolgte in die linke Hemisphare des Gehirns, mittig zwischen Auge

und Ohr, mit einer Einstichtiefe von 2-3 mm, knapp unterhalb der Schadeldecke.

3.3.4. Depletion regulatorischer T-Zellen in Foxp3-DTR Mausen

Foxp3-DTR Mause tragen eine knock-in cDNA Sequenz bestehend aus dem
humanen Diphtherietoxin Rezeptor, fusioniert mit einer Sequenz fur GFP (green
fluorescent protein) und verbunden mit einer "Ribosomen Eintrittsstelle" (IRES). Das
Genkonstrukt steht unter Kontrolle des Foxp3 Promotors und wird somit nur in
Foxp3™ Treg Zellen exprimiert. Im Versuch wurden regulatorische T-Zellen in Foxp3-
DTR Mausen durch Gabe von Diphtherietoxin (DT) an Tag 21 und 22 sowie an Tag
24 und 26 nach Infektion depletiert. Dafur wurde den Mausen intraperitoneal 100 ul

einer 0,9 %igen NaCl Losung mit 500 ng DT beziehungsweise 250 ng DT an den
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spateren Zeitpunkten verabreicht. Damit die Belastung fur die Mause durch die
parallel erfolgende Amitriptylin-Behandlung nicht zu grof3 wurde, wurden die Tiere
zeitversetzt behandelt: morgens und abends (9.00 Uhr und 17.00 Uhr)
Amitriptylingabe und mittags (ca. 12.00 Uhr) DT-Gabe.

3.3.5. PFA-Perfusion von Mausen und Praparation der Gehirne

Zur Vorbereitung fur histologische Vibratomschnitte und zur besseren
Gewebeerhaltung der Mausgehirne wurden die Mause vor der Gehirnentnahme mit 4
%igem Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Dabei ist es wichtig, die Lymphknoten und
Milz vorher zu entnehmen, da keine Zellisolation aus fixiertem Material mdglich ist.
Um die Perfusion durchzufuhren, wurde der Thorax gedffnet und das Herz freigelegt.
Der rechte Vorhof wurde mit Hilfe einer kleinen Schere eingeschnitten, um ein
AbflieBen von Flussigkeit zu ermdglichen. Unter Verwendung einer Kanule (GroRRe
26G), angeschlossen an eine Schlauchpumpe, wurde die PFA-L6sung uber die
rechte Herzkammer in den Blutkreislauf der Maus infundiert. Die Perfusion erfolgte
fur ca. 5 Minuten und der erfolgreiche Verlauf wurde Uber die Entfarbung der Leber
und das Versteifen der Maus sichtbar. Anschlieltend wurde der Kopf von der Maus
getrennt, das Fell entfernt und die Schadeldecke mit einer Schere vorsichtig entlang
der Fissura longitudinalis cerebri aufgeschnitten. Entlastungschnitte rechts und links
ermoglichten das Aufbrechen der Schadeldecke, sodass das freigelegte Gehirn mit
kleinem Loffel im Ganzen heraus prapariert werden konnte. Anschlie3end wurde das

Praparat fur mindestens eine Woche in 4 %iger PFA-Losung postfixiert.

3.3.6. Anfertigung histologischer Gehirnschnitte mittels Vibratom

Histologische Gehirnschnitte wurden mit Hilfe eines Vibratoms angefertigt. Dabei
wurde das Gewebe (ohne vorheriges Einbetten in Paraffin oder Tissue Tek) mittels
einer vibrierenden Klinge geschnitten. Dazu wurde mit Hilfe einer Rasierklinge das
Kleinhirn mit der Medulla oblongata (verlangertes Mark) abgeschnitten und die so
entstandene Schnittflache zum Befestigen mit Sekundenkleber auf dem
Schneideblock benutzt. Der Schneideblock wurde entsprechend der Hersteller-
angaben im Vibratom eingespannt und die Kammer mit kaltem PBS geflllt und die
Temperatur des Mediums durch Eiskihlung aufrecht gehalten. Vom gekuihlten, PFA-

fixierten Gehirn konnten nun 50 um dicke Serienschnitte angefertigt werden. Diese
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wurden mit Mowiol beziehungsweise Fluoromount eingedeckt und nach einer
Trocknungsphase am Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Hierbei wurden die

infizierten, GFP-leuchtenden Neuronen ausgezahlt.

3.4. Immunologische Methoden

3.4.1. FACS-Analyse

FUr die Analyse am Durchflusszytometer wurden die Zellen mit Fluoreszenz-
gekoppelten Antikdrpern markiert. Fur die FACS-Farbung wurden die zu
analysierenden Zellen in eine 96-Well V-Bodenplatte Uberflihrt und bei 510 g (1600
rom) fur 3 min pelletiert. Anschlieiend wurden die Zellen in 25 pl Blockingpuffer
aufgenommen, bestehend aus anti-Fcy Rezeptor Il/lll monoklonalem Antikorper
(Klon 2.4.G2) und FACS-Puffer im Verhaltnis 1:5, und fur 15 min bei 4°C inkubiert.
Zu dieser Losung wurden 25 ul Antikdrperlésung, bestehend aus FACS-Puffer und
doppelt konzentrierten Fluoreszenz-gekoppelten Antikdrpern, hinzugefligt und fur
weitere 15 min bei 4°C inkubiert. Proben mit ausschliellicher Oberflachenfarbung
wurden mit FACS-Puffer gewaschen, in 200 ul FACS-Puffer aufgenommen und in
FACS-Rohrchen Uberfuhrt. Fir intrazellulare Farbungen (Foxp3, Ki-67, T-bet, CTLA-
4) wurden die Zellen nach der Oberflachenfarbung mit PBS gewaschen;
anschliellend bei Raumtemperatur 30 min lang oder bei 4°C Uber Nacht fixiert
(Fix/Perm Losung). Nach der Fixierung wurden die Zellen mit Permpuffer (10x
Permeabilsierungspuffer, 1:10 mit destilliertem Wasser verdinnt) gewaschen und mit
den intrazellularen Antikdrpern in Permpuffer fur 45 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Zum Abschluss wurden die Zellen mit Permpuffer gewaschen und in 200 pl

FACS-Puffer aufgenommen und in FACS-R6hrchen transferiert.

Annexin V ist ein Marker flur apoptotische Zellen, es bindet Phosphatidylserin, das im
frihen Apoptosestadium auf die Aulenseite der Membran gelangt. Bei intakten
Zellen befindet sich Phosphatidylserin auf der zytoplasmatischen Innenseite der
Membran, sodass Annexin V lebende Zellen nicht anfarben kann. Um apoptotische
Zellen zu markieren, wurden die Zellen mit Annexin V far 15 min auf Eis inkubiert und
ohne zu waschen, nur mit FACS-Puffer ausverdunnt innerhalb von 30 min am FACS-

Gerat gemessen.
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Fur die Pentamerfarbung, zur Detektion von Masernvirus-spezifischen CD8" T-
Zellen, war eine Abwandlung des Standard FACS-Protokolls nétig. Die pelletierten
Zellen wurden ohne vorheriges Blocken direkt in der Farbelésung aufgenommen,
bestehend aus FACS-Puffer, H-2Db RIVINREHL - beladenem MV Pro5 MHC Pent-
amer, anti-CD45, anti-CD8, anti-CD19 und dem Lebend-Tot-Farbstoff. Die Zellen
wurden bei 37°C fur eine halbe Stunde inkubiert und nach einem Waschschritt
unmittelbar gemessen.

Alle Durchflusszytometrische Analysen wurden am LSR Il durchgefuhrt und mit der

Software Flowjo ausgewertet.

3.4.2. Statistische Auswertung

Parametrische Daten wurden entweder mit einem zweiseitigen Students T-Test
ausgewertet (2 Gruppen zum Vergleichen) oder mit einem zweiseitigen ANOVA Test
(Vergleich mehrerer Gruppen). Nichtparametrische Daten wurden mit dem Mann-
Whitney Test analysiert. P-Werte <0,05 wurden als signifikant bewertet (* p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001). Soweit nicht anders angegeben, sind die Daten als Mittelwert

und Standardabweichung dargestellt.
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4. Ergebnisteil

4.1. Regulatorische T-Zellen zeigten im Vergleich zu konventionellen T-
Zellen eine erhohte Asm Aktivitat

Wie anfangs beschrieben wurde die Asm durch CD28 Stimulation aktiviert. CD28
Signale sind ebenfalls wichtig fur den Erhalt und die Funktion von regulatorischen T-
Zellen. Daher stellte sich die Frage, ob sich Treg Zellen und Tconv Zellen in ihrer
Asm Aktivitdt unterscheiden. Fir den Versuch wurden CD4" CD25" regulatorische
und CD4" CD25 konventionelle T-Zellen aus C57BL/6 Mausen aufgereinigt (Abb.
6A), deren Zellmembranen mittels Ultrazentrifugation isoliert und hinsichtlich ihrer
Asm Aktivitdt analysiert. Im Asm Assay setzt die membranstandige Asm ein
Sphingomyelin-ahnliches Substrat, das HMU-PC (6-Hexadecanoylamino-4-methyl-
umbelliferyl-phosphoryl-cholin), zu einem fluoreszierenden Produkt um, welches im
Fluoreszenzmessgerat gemessen wird. Je hoher die Fluoreszenintensitat ist, desto

mehr Substrat wurde umgesetzt und desto hoher ist die Asm Aktivitat.
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Abb. 6 Erhohung der Asm Aktivitat in regulatorischen T-Zellen im Vergleich zu konventionellen
T-Zellen.

(A) Darstellung der Reinheit der verwendeten MACS-aufgereinigten Treg und Tconv Zellen aus
gepoolten Lymphknotenzellen und Milzzellen. Die Zahlenwerte geben den Mittelwert und die
Standardabweichung der gewahlten Region an (n=4). (B) Basale und CD28-stimulationsinduzierte
Asm Aktivitat aufgereinigter regulatorischer (schwarze Quadrate) und konventioneller (weille
Quadrate) T-Zellen aus Wildtyp Mausen. Die Daten zeigen Mittelwerte und Standardabweichung aus
n=4 Tieren und die statistische Signifikanz wurde mittels ungepaartem, zweiseitigem Student T-Test

berec%rget (*p< 0,05, **p < 0,01, ***p<0,001). Erstmalige Veroffentlichung der Daten in Hollmann et al.
2016 .

Bereits die basale Asm Aktivitdt war in regulatorischen im Vergleich zu konven-
tionellen CD4" T-Zellen erhéht (Abb. 6 B). Nach CD28 Stimulation wiesen Treg
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Zellen eine signifikant starkere und langer anhaltende Asm Aktivierung auf als Tconv
Zellen. In Tconv Zellen erreichte die Asm Aktivierung schon nach 15 Minuten ihren
Hoéhepunkt, dieser wurde in Treg Zellen erst nach 30 Minuten erreicht. Danach

sanken die Werte wieder auf das Anfangsniveau ab (Abb. 6 B).

4.2. Treg Zellen enthielten mehr Ceramid als naive Tconv Zellen und

besaBen eine veranderte Lipidordnung

Eine differenziell regulierte Asm Aktivitat lasst vermuten, dass sich die T-Zellen auch
hinsichtlich ihres Gehalts an Ceramid, dem Produkt der Asm, unterscheiden. MACS
aufgereinigte, unstimulierte Treg und Tconv Zellen wurden mittels Massenspektros-
kopie hinsichtlich ihres Ceramid und Sphingomyelingehalts analysiert. Es konnten
Lipide unterschiedlicher Kettenlange identifiziert werden, wobei C16, C18 und C24
Lipide am haufigsten vorkamen. Die Verhaltnisse der einzelnen Untergruppen der
Lipidkettenlangen zueinander war sowohl bei der Ceramid- als auch der
Sphingomyelinanalyse zwischen Treg und Tconv Zellen vergleichbar (Abb. 7 A und
B). Wie in Abb. 7 B ersichtlich ist, enthielten Treg Zellen signifikant mehr Ceramid als
Tconv Zellen, dagegen war der Sphingomyelingehalt in Treg und Tconv ahnlich
(Abb. 7 A). Als nachstes wurden WT und Asm™ Treg und Tconv Zellen betrachtet.
Als Folge der Asm Defizienz enthielten Asm™ Treg und Tconv Zellen ca. die 7 - 10
fache Mengen an Sphingomyelin im Vergleich zu den entsprechenden WT Zellen
(Abb. 7 C), da durch die fehlende Enzymfunktion der Asm das Sphingomyelin nicht
mehr in Ceramid umgesetzt wird. Im Gegensatz zum WT variieren Treg und Tconv
Zellen aus Asm” Mausen hinsichtlich der Sphingomyelinmenge, d. h. Asm” Treg
Zellen enthielten mehr Sphingomyelin als Tconv Zellen. Bei der Ceramidmenge
verhielten sich Asm™ Zellen analog zum WT. Treg Zellen hatten die ca. 5 - fache
Menge an Ceramid im Vergleich zu den Tconv Zellen (Abb. 7 D). Da wir vermuten,
dass der Anstieg des Ceramidgehalts in Treg Zellen im Vergleich zu Tconv Zellen
auf einer Asm-vermittelten Spaltung von Sphingomyelin beruht, wurde das Verhaltnis
von Ceramidmolekilen zu Sphingomyelinmolekulen in der Membran untersucht. In
Treg Zellen aus Asm”™ Mausen kamen auf ein Sphingomyelinmolekiil weniger

Ceramidmolekile als auf Treg Zellen aus WT Mausen (Abb. 7 E).
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Abb. 7 Erhohter Ceramidgehalt in Treg Zellen im Vergleich zu Tconv Zellen nach Lipidanalyse
im Massenspektroskop.

(A+B) Massenspektroskopische Analyse von (A) Sphingomyelin und (B) Ceramid von
unterschiedlicher Kettenlangen in Tre}; und Tconv Zellen aus WT Mausen. (C+D) Vergleich von Treg
vs. Tconv Zellen aus WT und Asm™ Mausen hinsichtlich ihres (C) Sphingomyelingehalts und (D)
Ceramidgehalts (n=4 Mause pro Gruppe). (E) Analyse des Verhaltnis von Ceramidmolekilen zu
Sphingomyelinmolekiilen in der Membran von WT und Asm™ Treg Zellen. (F) Vergleich von Treg
Zellen vs. Effektor-T-Zellen vs. naiven T-Zellen aus WT Mausen hinsichtlich des totalen
Ceramidgehalts (n=3 Mause pro Gruppe). Dargestellt werden die Mittelwerte und
Standardabweichungen. Die statistische Signifikanz wurde mittels ungepaartem, zweiseitigem Student
T-Test berechnet, signifikante Werte sind mit Sternchen gekennzeichnet (*p< 0,05, **p < 0,01, ***p<
0,001). Erstmalige Veroffentlichung der Daten in Hollmann et al. 2016 136,

Als nachstes wurde analysiert, ob sich die Aktivierung auf den Ceramidgehalt
auswirkt. Entsprechend wurden CD44  CD62L" Foxp3 naive und CD44" CD62L
Foxp3™ Effektor-T-Zellen "*", sowie Treg Zellen aus WT Mausen gegeniiber gestellt.
Naive Tconv Zellen enthielten signifikant weniger Ceramid als die aktivierten,
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antigenerfahrenen Effektor-T-Zellen (Abb. 7 F). Auerdem hatten Treg Zellen ahnlich
viel Ceramid wie Effektor-T-Zellen, was Ausdruck des praaktivierten Zustand der
Treg Zellen sein kdnnte. Der Sphingomyelingehalt unterschied sich zwischen naiven

und Effektor-T-Zellen, analog zu vorher, nicht (Abb. 7 F und nicht gezeigt Daten).

Die Massenspektroskopische Analyse misst den Ceramidgehalt aller Zellmem-
branen, inklusive Kernmembranen, da die gesamte Zelle lysiert wurde und davon die
Membranen gewonnen wurden. Entscheidend ist aber nicht nur die absolute Menge,
sondern auch die Verteilung des Ceramids in der Plasmamembran. Hingegen der
Massenspektroskopie wird bei der Click-Chemie nur der Einbau in die Plasma-
membran dargestellt. Mit Hilfe der Click-Chemie kann man die Verteilung des
natlrlichen Ceramides gut widerspiegeln, da sich die clickbaren Ceramide bevorzugt
in vorhandene, ceramidreiche Membranregionen einbauen . Die Clickmethode hat
gegenuber der klassischen Methoden mit Fluorochrome-markierten Lipiden den
Vorteil, dass Lipide mit einer clickbaren Einheit deutlich kleiner sind und bessere
polare Eigenschaften haben und sich entsprechend "natlrlicher" in die Membran
einbauen. Nach entsprechendem Protokoll wurden die Zellen mit clickbarem Csg-
Ceramid gefuttert und anschliefend mit dem Farbstoff DIBO 488 spezifisch
"geclickt"/gefarbt "8,

Wie in Abb. 8 zu erkennen ist, befand sich das eingebaute Ceramid im aufieren
Membranring. Tote und apoptotische Zellen wurden sehr stark und unspezifisch
angefarbt. Eine Doppelfarbung mit anderen Markern ermdglicht, den Ceramideinbau
von z. B. CD25" Treg Zellen darzustellen. Die quantitative Analyse der "geclickten"
Zellen erfolgte im Durchflusszytometer. Daflr wurden die Zellen parallel zum
Farbeschritt mit DIBO 488, mit den FACS-Antikorpern anti-CD4, anti-CD25 und
optional anti-CD44 gefarbt und mit einem Lebend-Tod-Farbstoff markiert, um die
toten, unspezifisch gefarbten Zellen ausschliel’en zu kdnnen. Abb. 8 B zeigt, dass
Treg Zellen aus WT und Asm™ Mausen mehr Ceramid inkorporierten als Tconv
Zellen. Effektor-T-Zellen (CD44") verhielten sich wie Treg Zellen und integrierten
ebenfalls mehr Ceramid als naive Tconv Zellen. Soweit deckten sich die Ergebnisse
mit den massenspektroskopischen Analysen (Abb. 7 F). Asm™ Tconv und Treg
Zellen bauten tendenziell weniger Ceramid ein als die entsprechenden Wildtypzellen.

Auffallig beim Vergleich von Asm™ Treg zu WT Treg Zellen war, dass sich die

53



Unterschiede beim Ceramidgehalt (Abb. 7 B) und beim Ceramideinbau (Abb. 8 B)
gegenlaufig verhielten, was aber darauf beruht, dass einmal alle Zellmembranen

(Abb. 7 B) und einmal die auRere Plasmamembran berlcksichtigt wurde (Abb. 8 B).
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Abb. 8 Erhohter Einbau von clickbarem Ceramid in Treg Zellen im Vergleich zu Tconv Zellen.

(A) CD4" Lymphknotenzellen aus WT und Asm” M&usen wurden mit Ce-Ceramid gefiitterten und mit
DIBO 488 (griin) geclickt. Um Treg Zellen zu detektieren wurde zusatzlich CD25 gefarbt (rot).
Dargestellt sind Aufnahmen mit dem konfokalen Mikroskop, wobei die linke Spalte die Ceramid
geclickten Zellen zeigt und die rechte Spalte das Overlay aus geclickten Zellen, Durchlichtaufnahme
und CD25 Kofarbung. Tote Zellen sind unspezifisch stark angefarbt. (B) Quantitative Auswertung der
geclickten T-Zellen aus WT und Asm™ Mausen am FACS, Analyse der CD4" CD25" Treg, CD4"
CD25 Tconv Zellen und (C) Analyse der CD4" CD25" Treg, CD4" CD25CD44 naive Tconv Zellen
und CD4" CD25 CD44" Effektor-Tconv Zellen aus WT Mausen. Die Daten stellen Mittelwerte und
Standardabweichung aus n= 5-8 Tieren dar. Die statistische Auswertung erfolgte mittels
ungepaartem, zweiseitigem Student T-Test, signifikante Werte haben eine p-Wert p< 0,05.

Entscheidend fir die Funktion von Zellen und deren Aktivierung ist sowohl der
absolute Lipidgehalt als auch die Verteilung der Lipide in der Membran. Die
Einlagerung des ANE Farbstoffs in die Zellmembran gibt Aufschluss uUber die
Lipidordnung der Zellen °*3%'° Damit kénnen "geordnete" Lipidmembranen von
"ungeordneten" Membranen unterschieden werden, da sich der Farbstoff bevorzugt
in Membranen mit niedriger Lipidordnung einlagert. Bei cholesterolreichen,

geordneten Membranen verschiebt sich Uberdies das Emissionsspektrum des ANE
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Farbstoffs und erleichtert somit die Unterscheidung. In WT Mausen wiesen ca. die
Halfte der Treg Zellen (46 %) Membranen mit einer niedrigen Lipidordnung auf (ANE
positiv), wahrend bei den Tconv Zellen nur etwa 15 % der Zellen eine niedrige
Lipidordnung hatten (Abb. 9 A und B). Insbesondere die naiven Tconv Zellen waren
vorwiegend ANE negativ und hatten folglich eine hohe Lipidordnung. Die Effektor-
Tconv Zellen ahnelten dagegen den Treg Zellen, auch sie hatten einen grof3en Anteil

an Zellen (39 %) mit einer niedrigen Lipidordnung.
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Abb. 9 Erniedrigte Lipidordnung in Treg Zellen und Effektor-Tconv Zellen.

Die Lipidordnung von Treg und Tconv Zellen aus WT und Asm™ Mausen, sowie naiven und Effektor-
Tconv Zellen wurde durch Einlagerung des ANE Farbstoffs in die Membran am FACS analysiert. (A)
Gezeigt wird die ANE 570 versus ANE 630 Fluoreszenz. ANE doppelt-positive Zellen zeigen eine
niedrige Lipidordnung an, doppelt-negative prasentieren eine hohe Lipidordnung. (B) Anteil der Zellen
mit niedriger Lipidordnung innerhalb einzelner T-Zell Populationen aus WT und Asm™ Mausen.
Dargestellt werden Mittelwerte und die Standardabweichung von n=5-13 Tieren. Die statistische
Signifikanz wurde mittels ungepaartem, zweiseitigem Student T-Test berechnet (*p< 0,05, **p < 0,01,
***n<0,001), die Sternchen beziehen sich auf den Unterschied im Vergleich zu Treg Zellen. Erstmalige

Veroffentlichung der Daten in Hollmann et al. 2016 138,
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Im Gegensatz zu den WT Mausen hatten Treg und Tconv Zellen aus Asm” Mausen
vor allem Membranen mit einer hohen Lipidordnung. Nur 5 % der Tconv Zellen und
9% der Treg Zellen wiesen Membranen mit einer niedrigen Lipidordnung auf.

Im Vergleich von WT und Asm” Mausen fiel auf, dass sich vor allem die Treg Zellen
unterschieden. In WT Mausen hatte ein groRerer Anteil der Treg Zellen Membranen
mit niedriger Lipidordnung, wahrend Treg Zellen aus Asm™ Mausen vorwiegend
Membranen mit hoher Lipidordnung aufwiesen. Wahrend in WT Treg Zellen 46 % der
Zellen Membranen mit einer niedrige Lipidordnung aufwiesen, waren es bei Asm™
Treg Zellen nur noch 9 %. Die Tconv aus WT und Asm™ variierten sich nicht so stark,
hier sind die Membranen jeweils eher geordnet und damit ANE negativ. Wie zuvor
beim Ceramidgehalt, besallen sowohl WT Effektor-Tconv Zellen als auch WT Treg
Zellen einen hdheren Anteil an Zellen mit einer niedrigen Membranlipidordnung,
wohingegen der groRte Anteil der naiven Tconv Zellen eine hohe Lipidordnung
aufwiesen (Abb. 9 A und B).

Zusammenfassend konnte eine hohere Asm Aktivitat bei Treg Zellen nachgewiesen
werden, widergespiegelt durch ein hoheres Level an Ceramid, sowie eine eher

niedrigen Membranordnung.

4.3. Asm-defiziente Tiere wiesen eine erhdhte Treg-Frequenz und
Funktion auf

4.3.1. Gesteigerte Suppressivitat der Treg Zellen aus Asm™ M&usen

Wie wir mit unterschiedlichen Methoden zeigen konnten, hatten Treg Zellen eine
gesteigerte Asm Aktivitat und einen hoéheren Ceramidgehalt als Tconv Zellen.
Dementsprechend wird sich vermutlich eine Asm-Defizienz besonders stark auf die
Treg Zellen auswirken. Treg Zellen regulieren die Immunantwort, indem sie Tconv
Zellen und Antigen-prasentierende Zellen mittels verschiedener Mechanismen
inhibieren. Die Fahigkeit zur Suppression wurde daher im nachsten Schritt fur WT
und Asm™ Treg gegeniiberstellend untersucht. Es wurde ein in vitro Suppressions-
assays durchgefuhrt, bei dem isolierte Tconv und Antigen-prasentierende Zellen mit
dem Proliferationsmarker eFluor 670 markiert wurden und in Gegenwart von
unterschiedlichen Mengen von Treg Zellen inkubiert wurden. AnschlieRend wurde die

Proliferation der Indikator T-Zellen in Anwesenheit von anti-CD3 monoklonalem
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Antikdrper und CD28 Stimulation durch die Antigen-prasentierenden Zellen
analysiert. Wie in Abb. 10 A zu erkennen ist, proliferierten Indikator-T-Zellen in
Gegenwart von CD3 und CD28 Stimulation sehr gut und teilten sich bis zu finfmal im
Inkubationszeitraum von drei Tagen. In Gegenwart von regulatorischen T-Zellen, hier
gezeigt Treg vs. Tconv Zellen im Verhaltnis von 1:4, teilten sich die T-Zellen deutlich
10 A).
Indikatorzellproliferation starker gehemmt. Im Vergleich supprimierten Treg Zellen
aus Asm” Mausen die Indikator-T-Zellproliferation starker als Treg Zellen aus WT

Tieren (Abb. 10 B). Dabei spielte es keine Rolle, ob die Indikator-T-Zellen wildtypisch

weniger (Abb. Mit zunehmender Anzahl an Treg Zellen wurde die

oder Asm™ waren.
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Abb. 10 Verstirkte Suppression von Indikator T-Zellen durch Asm™ Treg Zellen im Vergleich zu

WT Treg Zellen.

Mit eFluor 670 markierte Indikatorzellen wurden mit anti-CD3 Antikdrper und APCs in An- oder
Abwesenheit von Treg Zellen aus WT oder Asm™ Mausen stimuliert. (A) Gezeigt ist die Verdiinnung
des Farbstoffs eFluor 670 nach 3 Tagen Inkubation (Verhaltms WT Treg:Tind = 1:4). (B) Prozentuale
Suppression der Prollferatlon der WT (links) oder Asm™ (rechts) Indikatorzellen durch WT Treg (weile
Quadrate) oder Asm™ Treg (schwarze Kreise). Die Daten zeigen Mittelwerte und Standardabweichung
aus n= 8 Tieren und statistischer Auswertung mlttels zweiseitigem ANOVA Test. Erstmalige
Veroéffentlichung der Daten in Hollmann et al. 2016
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4.3.2. Erhohter CTLA-4 Umsatz als mogliche Ursache fur die verstarkte Treg-
vermittelte Suppression

Treg-vermittelte  Suppression basiert auf unterschiedlichen Mechanismen,
beispielsweise durch inhibitorische Zytokine, Deprivation von IL-2 und ATP, sowie
Zell-Kontakt-abhangige Mechanismen °191% Dje Expression der alpha-Kette des
IL-2 Rezeptors, CD25, sowie die Produktion von IL-10 war in WT und Asm” Mausen
unverandert (nicht gezeigte Daten). Im Fokus der Analyse stand CTLA-4, welches
stetig in Vesikeln zwischen intrazellularen Speichern und der Zelloberflache hin und
her transportiert wird. Die Asm ist wichtig fur die lysosomale Integritat, daher kdnnte
die Abwesenheit des Enzyms den CTLA-4 Transport in Asm”™ Mausen beein-
trachtigen. Erste ex vivo Analysen des CTLA-4-Gehalts mittels FACS und Mikros-
kopie blieben erfolglos, da sich aufgrund der hohen Zirkulation nur geringe Mengen
an CTLA-4 Molekulen zeitgleich an der Oberflache befinden und anfarben lassen
(Daten nicht gezeigt). Mittels eines in vitro "Capture Assay" wurde die Menge des an
die Oberflache transportierten CTLA-4s Uber die Zeit analysiert. Daflir wurden die
Lymphozyten fur einen bestimmten Zeitraum in Gegenwart von einem anti-CTLA-4
PE Antikorper inkubiert. Dieser farbte jedes CTLA-4 Moleklil an, das im
Inkubationszeitraum an der Zelloberflache erscheint. Als Vergleichswert wurde die
totale CTLA-4 Menge durch Farbung permeabilisierter Zellen bestimmt. Fur die
Analyse wurden jeweils die Treg Zellen gegatet. Hinsichtlich der Gesamtmenge an
CTLA-4 konnte kein Unterschied zwischen WT und Asm™ Treg Zellen festgestellt
werden (Abb. 11 A, rechtes Histogramm), daher ist vermutlich die Expression und
Synthese nicht von der Asm-Defizienz betroffen. Der Capture Assay jedoch
demonstrierte, dass in Bezug auf die CTLA-4 Gesamtmenge in Asm” Treg Zellen
mehr CTLA-4 an die Oberflache Uber einen Zeitraum von 24 Stunden transportiert
wurde als bei Vergleichszellen aus WT Mausen (Abb. 11 B). Zusatzliche CD3
Stimulation fuhrte zu einem erhohten Zirkulieren von CTLA-4 sowohl in WT als auch
in Asm” Lymphozyten (Abb. 11 B). Die erhéhte CTLA-4 Umsatzrate in Asm” Treg

Zellen konnte die verstarkte Suppression dieser Zellen erklaren.
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Abb. 11 Verstirkter Transport von CLTA-4 Molekiilen an die Oberfliche in Asm™ Treg Zellen im
Vergleich zu WT Zellen.

Lymphozyten aus WT und Asm™ Tieren wurden in Gegenwart von IL-2 und optional anti-CD3
Antikérpern kultiviert. Fir die Analyse wurde auf CD4" CD25" Foxp3® Treg Zellen gegatet. Wahrend
unterschiedlicher Zeitrdume (4 und 24 Stunden) wurde das an die Oberflache transportierte CTLA-4
durch anti-CTLA-4 Antikorper markiert. (A) Reprasentative Histogramme des markierten CTLA-4 in
gegateten Treg Zellen nach einer 24-stiindigen Kultur von Lymphknotenzellen in Gegenwart von IL-2.
Im linken Histogramm wird die Menge des spezifisch markierten CTLA-4s (durchgezogene Linie)
wahrend der Inkubation im Gegensatz zur PE Isotypkontrolle (gepunktete, schwache Linie)
dargestellt. Im rechten Histogramm wird die vorhandene Gesamtmenge an CTLA-4 dargestellt, was
durch intrazellulare FACS-Farbung permeabilisierter T-Zellen analysiert wurde. (B) Quantitative
Auswertung des Capture Assays. Fir den Vergleich der Ergebnisse wurde das Verhaltnis von
"captured" CTLA-4, welches an die Oberflache gelangt und markiert wurde, zur Gesamtmenge von
CTLA-4 gebildet. Das linke Diagramm zeigt die relative Menge des "captured" CTLA-4 nach 4 und 24
Stunden bei Behandlung der Zellen mit IL-2, das rechte Diagramm nach IL-2 Behandlung und anti-
CD3 Stimulation. Dargestellt werden die Mittelwerte und Standardabweichung (n=5). Die statistische
Signifikanz wurde mittels ungepaartem, zweiseitigem Student T-Test berechnet (* p< 0,05). Erstmalige
Veroéffentlichung der Daten in Hollmann et al. 2016 13

- Mausen

4.3.3. Erhohte Frequenz von regulatorischen T-Zellen in Asm
Wie soeben beschrieben, beeinflusste die Abwesenheit der Asm Treg Zellen auf
Einzelzellebene in Form von einer erhdhten Suppressivitat und erhohter Zirkulation
von CTLA-4 Molekilen. FACS-Analysen zeigten, dass sich die Asm-Defizienz auch
auf das T-Zell-Kompartiment im Ganzen auswirkte. Asm” Tiere hatten eine

signifikant hohere Treg-Frequenz in der Milz, allerdings nicht im Lymphknoten (Abb.
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12 A und B oben). Wie man anhand der absoluten T-Zellzahlen erkennen kann,
handelte es sich hierbei nicht um eine Expansion der Treg Zellen (Abb. 12 B, Mitte),
sondern um eine Abnahme der konventionellen T-Zellen (Abb. 12 B, unten). Sowohl
im Thymus (Abb. 12 C), dem Ort der Entstehung von natlrlichen Treg Zellen, als
auch in Milzen junger Mause, bis 12 Wochen (Abb. 12 D), gab es keine signifikante
Erhéhung der Treg-Frequenz innerhalb von CD4" T-Zellen in Asm™ Mausen.
Entsprechend ist die Generierung von Treg Zellen durch die Asm-Defizienz nicht
grundsétzlich betroffen. Mit zunehmendem Alter (ab 14 Wochen) wiesen Asm™

Mause eine signifikant hdhere Treg-Frequenz auf als WT Mause (Abb. 12 D).
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Abb. 12 Erhohte Frequenz von Foxp3® Treg Zellen in Asm™ Miusen.

(A) Reprasentative FACS-Daten der Expression von CD25 und Foxp3 auf CD4" T-Zellen aus Milz und
Lymphknoten von WT und Asm™ Tieren. (B) Quantltatlve Auswertung der FACS-Daten aus Milz und
Lymphknoten von WT Tieren (wei3e Balken) und Asm™ Tieren (schwarze Balken). Analysiert wurde
die Treg- Frequenz (B, oben), die absolute Treg Zellzahl (B, Mitte) sowie die absolute Tconv Zellzahl
(B, unten) (n=13 Pro Gruppe). (C) Analyse der Treg-Frequenz im Thymus von WT Tieren (weille
Balken) und Asm™ Tieren (schwarze Balken). (D) Altersabhangige Darstellung der Treg-Frequenz in
der Milz. Gezeigt werden jeweils die Mittelwerte und Standardabweichung. Die statistische Signifikanz
wurde mittels ungepaartem, zweiseitigem Student T- Test berechnet (*p< 0,05). Erstmalige
Veroffentlichung der Daten aus A und B in Hollmann et al. 2016 ™

Neben der Anzahl und Frequenz der Treg Zellen wurde auch deren Aktivierung
analysiert. CD44 ist ein Marker fur die T-Zell Aktivierung und wird von T-Zellen
exprimiert, die bereits Antigenkontakt hatten. Dementsprechend werden

Effektor/Gedéachtniszellen als CD44" CD62L" definiert gegeniiber naiven, CD44
CD62L" T-Zellen. Signale Uber CD44 induzieren die Il-2 Produktion und die T-
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"1 Beim ex vivo Vergleich von Treg Zellen aus WT und Asm™

Zellproliferation
Mausen zeigte sich auch, dass Asm”™ Treg Zellen einen héheren Aktivierungs-
zustand in Form einer hoheren Expression des Aktivierungsmarkers CD44 aufwiesen
(Abb. 13 A und B). Folglich hatten Asm”™ Mause eine hoéhere Frequenz
regulatorischer T-Zellen, die zudem aktiver und starker suppressiv waren als

wildtypische Treg Zellen.
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Abb. 13 Verstarkte Aktivierung der Asm™ Foxp3® Treg Zellen.

(A) Reprasentative FACS-Daten der CD44 und CD62L Expression und (B) quantitative Auswertung
des Anteils an Effektor-T-Zellen (CD44" CD62L) innerhalb der CD4" T-Zellen aus der Milz von WT
und Asm” Mausen (n=5). Dargestellt werden Mittelwerte und Standardabweichung. Die statistische

Signifikanz wurde mittels ungepaartem, zweiseitigem Student T-Test berechnet (*p< 0,05, **p < 0,01).

Erstmalige Veroffentlichung der Daten in Hollmann et al. 2016 1%,

4.4. Desipramin-induzierter Treg-Frequenzanstieg wurde durch den
selektiven Zelltod von Tconv Zellen bedingt

4.4.1. Asm Inhibitoren verringerten zuverlassig Asm Aktivitat in vitro

Eine Erhdhung der Treg-Frequenz, wie im Fall der Asm” Mause vorliegend, wére bei
der Behandlung verschiedener Erkrankungen, insbesondere bei allergischen und
Autoimmunerkrankungen, vorteilhaft *7'**. Demensprechend ware es von thera-
peutischem Nutzen, wenn man durch den Einsatz von Asm Inhibitoren ebenfalls eine
Erhdhung der Treg-Frequenzen erreichen konnte. Das die trizyklische Asm

Inhibitoren Amitriptylin und Desipramin die Asm Aktivitdt hemmen wurde bereits in

145 14

verschiedenen Krebszelllinien 6 und ver-

14

, murinen und humanen Fibroblasten

schiedenen Lymphozyten gezeigt. Der Wirkmechanismus beruht auf Inhibitor-

61



vermittelte Verdrangung, der daraus resultierenden Abldésung der Asm von der
Plasmamembran und deren Degradation '*. Es wurde Uberpriift, ob eine Hemmung
der Asm durch Inhibitoren auch auf CD4" T-Zellen zutrifft. Die Wirksamkeit der Asm
Inhibitoren wird hier beispielhaft fur Desipramin gezeigt. Nach einer zweistindigen
Inkubation von WT bzw. Asm™ Splenozyten mit jeweils verschiedenen Konzen-
trationen von Desipramin (0,6 -10 uM) wurde die verbleibende Asm Aktivitat mittels
Asm Assay gemessen. In WT Zellen nahm die Asm Aktivitdt mit zunehmender
Inhibitorkonzentration ab (Abb. 14). Sehr hohe Konzentrationen des Inhibitors
verminderten die Vitalitit der Zellen (nicht gezeigte Daten). Asm” Zellen hatten
erwartungsgemaly keine Asm Aktivitdt, was auch durch Zugabe von Desipramin

unverandert blieb.
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Abb. 14 Verminderte Asm Aktivitit in WT Zellen, aber nicht in Asm™ Zellen, durch trizyklische
Asm Inhibitoren.

CD4" T-Zellen aus WT oder Asm” Milzen wurden fir 2 Stunden bei 37°C mit unterschiedlichen
Konzentrationen des Inhibitors Desipramin inkubiert. Die Asm Aktivitdt wurde anhand der
Fluoreszenzintensitat des entstanden HMU Produkts im Asm Assay gemessen. Gezeigt ist eines aus
zwei unabhangige Experimente mit Messtriplikaten.

4.4.2. Behandlung von wildtypischen Mdusen mit Amitriptylin erhohte die Treg-
Frequenz in vivo

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Frequenz von Treg Zellen innerhalb der
CD4"* T-Zellen in Asm™ Méausen erhdht war, lautete die Frage, ob man durch gezielte
Inhibition der Asm eine Erhéhung der Treg-Frequenz in WT Tieren induzieren kann.
Deshalb wurden WT Mause intraperitoneal mit 0,5 mg Amitriptylin, geldst in 0,9%iger

Kochsalzldsung, gespritzt oder nur mit Losungsmittel als Kontrolle behandelt. Die
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pplikation erfolgte an drei aufeinanderfolgenden Tagen morgens und abends und am
dritten Tag nur morgens. An Tag 3 wurden die Milz und Lymphknoten enthommen
und hinsichtlich ihrer T-Zell-Populationen untersucht. Zur Sicherheit wurde Uberpruft,
ob die intraperitoneale Applikation von Amitriptylin erfolgreich war und ob der
Inhibitor entsprechend ins Blut aufgenommen und umgesetzt wurde. Daflr wurde die
Serumkonzentration von Amitriptylin und dem Metabolit Nortriptylin gemessen. In
Kontroll-behandelten Tieren konnte, wie zu erwarten, kein Amitriptylin aufgezeigt
werden. In Amitriptylin-behandelten Mausen wurde sowohl Amitriptylin als auch
Nortriptylin im Blutserum nachgewiesen (Abb. 15).

2.0

Hl Amitriptylin -
EZd Nortriptylin

= 1.54

=
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NaCl i.p. Amitriptylin i.p.

Abb. 15 Nachweis von Amitriptylin und dessen Metabolit Nortriptylin im Blutserum von
Amitriptylin-behandelten Mausen, aber nicht in Kontroll-behandelten Mausen.

Blutserumproben von in vivo behandelten Mausen (Amitriptylin oder Kontroll-NaCl Losung) wurden
biochemisch hinsichtlich der Konzentration von Amitriptylin und dessen Metabolit Nortriptylin
untersucht (n=7 pro Gruppe).

Bei der Analyse der an Tag 3 entnommenen Milz und Lmyphknoten wiesen die
Amitriptylin-behandelten Mause im Vergleich zu Kontroll-behandelten Mausen eine
signifikante Erhéhung der CD25" Foxp3" Treg-Frequenz auf (Abb. 16 A und B). Der
Anstieg der Frequenz war durch eine Abnahme der absoluten Zellzahl der Tconv
Zellen infolge der Inhibitorwirkung zu erkldaren und kam nicht aufgrund einer
Expansion der absoluten Treg Zellen zustande (Abb. 16 C). Die Ergebnisse
korrelierten mit den Ergebnissen bezuglich der Treg-Frequenz und Zellzahl im
Vergleich von WT und Asm” Mausen (Abb. 12 B). Die Amitriptylinbehandlung der
WT Mause beeinflusste auch die totale Expression von CTLA-4 und war nach
Behandlung signifikant erhdht (Abb. 16 A und D).
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Abb. 16 Erhéhung der Treg-Frequenzen innerhalb der CD4" T-Zellen nach in vivo Behandlung
von C57BL/6 WT Mausen mit dem Asm Inhibitor Amitriptylin.

C57BL/6 WT Mause wurden insgesamt 5x an drei aufeinanderfolgenden Tagen i.p. mit 0,5 mg
Amitriptylin behandelt und die gepoolten Lymphknoten sowie Milzen analysiert. (A) Reprasentative
FACS-Daten und Gatingstrategie; gezeigt werden CD4" T-Zellen vorgegatet auf CD45", lebende
Leukozyten. Analysiert wurde die Expression von CD25 und Foxp3 als Marker fir Treg und Tconv
Zellen, sowie CTLA-4 Expression innerhalb der Treg Zellen. (B) Frequenz der Treg Zellen innerhalb
der CD4" T-Zellen aus Milz und Lymphknoten in Mausen, die mit Amitriptylin (schwarze Balken) oder
mit 0,9 %iger Kochsalzlésung (weille Balken) behandelt wurden. (C) Absolute T-Zellzahlen von Treg
und Tconv Zellen nach Behandlung. (D) Mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) der totalen CLTA-4
Expression der Treg Zellen aus Amitriptylin behandelten Mausen (schwarze Balken) und Kontrolltieren
(weiRe Balken). Die Daten zeigen Mittelwerte und Standardabweichung aus n=9-10 Tiere. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels ungepaartem, zweiseitigem Student T-Test (*p< 0,05,

**p < 0,01, ***p< 0,001). Erstmalige Verdffentlichung der Daten in Hollimann et al. 2016 136,

4.4.3. Nachweis der Wirkspezifitit von Asm Inhibitoren ausschlieBlich auf WT
T-Zellen anhand eines Zelltransferexperiments

Um zu Uberprufen, ob der Anstieg der Treg-Frequenz auf direkte Inhibition der Asm
in wildtypischen Treg Zellen durch die Amitriptylinbehandlung zurtickzufihren ist und
nicht auf sekundare Effekte des Inhibitors auf andere Zellpopulationen zurtickgeht,
wurden Transferexperimente durchgefiihrt. Hierfiir wurden CD4" Zellen aus Thy1.1"

Thy1.2* kongenen Méausen in Asm” Tiere (Thy1.1” Thy1.2") transferiert. Die drei-
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tagige Behandlung mit Amitriptylin sollte ausschlieBlich die transferierten WT Zellen

" Zellen. Der Anteil der transferierten

beeinflussen, nicht aber die endogenen Asm
Thy1.1* Thy1.2" WT Zellen an den Gesamtzellen betrug ca. 5 %. Innerhalb der
transferierten CD4" WT T-Zellen stieg durch die Amitriptylinbehandlung die Treg-
Frequenzen nicht an, wie in Abb. 16 B demonstriert, sondern blieb unverandert (Abb.
17 A). Allerdings flhrte die Behandlung mit Amitriptylin zu einer Abnahme der
absoluten CD4* WT Tconv Zellzahl wahrend die Zellzahl der Asm™ Tconv Zellen
nahezu konstant blieb (Abb. 17 B). Wie anhand der absoluten WT Treg Zellzahlen zu
sehen ist (Abb. 17 C), nahm ebenfalls die Anzahl der transferierten WT Treg Zellen
unter Amitriptylinbehandlung leicht ab. Dies erklart warum, anders als in Abb. 16 B
und C, die Abnahme der Tconv Zahlen nicht zu einem Anstieg der Treg-Frequenzen

fuhrte.
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Abb. 17 Selektive Beeinflussung der WT T-Zellen durch Amitriptylinbehandlung, ohne
Beeinflussung der endogenen Asm™ T-Zellen.

Am Tag vor der Behandlung wurden 0,8-1*10" Thy1.1" Thy1.2* WT Zellen in Asm™ Tiere (Thy1.2*
Thy1.1") transferiert und in den folgenden drei Tagen wurden die Tiere flinfmal mit Amitriptylin oder
0,9 %iger Kochsalzlésung (Kontrolle) behandelt. (A) Treg-Frequenzen nach Behandlung innerhalb der
endogenen CD4" Asm™ T-Zellen (links) sowie innerhalb der transferierten CD4" WT T-Zellen (rechts).
(B) Absolute Tconv Zellzahlen und (C) absolute Treg Zellzahlen innerhalb der endogenen Asm” T-
Zellen und transferierten WT T-Zellen nach der Behandlung mit Amitriptylin (schwarze Balken) oder
0,9 %iger NaCl-Lésung (weilse Balken). Die Daten zeigen Mittelwerte und Standardabweichung aus
n=5 Tieren pro Gruppe. Die statistische Auswertung erfolgte mittels ungepaartem, zweiseitigem
Stud?QGt T-Test (*p< 0,05). Erstmalige Veroffentlichung der Daten 14 A und B in Hollmann et al.
2016 .
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4.4.4. IL-2 schiitzte Treg Zellen vor der Asm induzierten Apoptose

Um den Mechanismus der selektiven Abnahme von Tconv Zellen, aber nicht von
Treg Zellen, nach der in vivo Behandlung mit Amitriptylin besser zu verstehen, wurde
ein in vitro System etabliert. Die Inkubation von WT Splenozyten mit ansteigenden
Konzentrationen des Asm Inhibitors Desipramin in Gegenwart von IL-2 flhrte
innerhalb der CD4" Zellen zu einer Erhéhung der Treg-Frequenzen (Abb. 18 A) und
entsprach damit den Daten, die in vivo gewonnen wurden (Abb. 16). Nach Analyse
der absoluten Tconv Zahlen zeigte sich erneut, dass der Anstieg innerhalb der Treg-
Frequenzen durch die Abnahme der absoluten Tconv Zahlen unter Asm Blockade
zustande kam, wahrend die absolute Treg Zellzahl gleich blieb (Abb. 18 A). Im in
vitro System wurde nun die Rolle von IL-2 bei der Asm Blockade untersucht. IL-2
stimuliert das Wachstum, die Differenzierung und das Uberleben aktivierter T-Zellen.
FUr Treg Zellen ist IL-2 essentiell, da sie selbst keines produzieren kdnnen, dieses
aber zum Erhalt der Homobostase sowie fur deren Aktivierung und Proliferation
bendtigen ©°71*7Die Behandlung mit Desipramin fiihrte in Abwesenheit von IL-2 zu
keinem Anstieg der Treg-Frequenzen, da sowohl die absoluten Tconv Zellzahlen als
auch die absoluten Treg Zellzahlen abnahmen (Abb. 18 B). Das Vorhandensein von
IL-2 schutzte somit die Treg Zellen vor den Einflissen von Desipramin im Gegensatz
zu den Tconv Zellen, die im unstimulierten Zustand, wie es hier der Fall ist, keinen
hochaffinen IL-2 Rezeptor (CD25, a-Kette) besitzen. Die gleichen Ergebnisse wurden
erzielt, wenn nicht Gesamt-Milzzellen, sondern aufgereinigte CD4" T-Zellen aus der
Milz verwendet wurden (Abb. 18 C und D). Dementsprechend wirkte Desipramin
direkt auf die T-Zellen und die Effekte kamen nicht durch sekundare
Wechselwirkungen zustande, beispielsweise indem Desipramin auf andere Zelltypen

wirkt, welche die T-Zellen beeinflussen.
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Abb. 18 Anstieg der Treg-Frequenz nach pharmakologischer in vitro Behandlung mit dem Asm
Inhibitor Desipramin nur in Gegenwart von IL-2.

(A und B) Wildtypische Gesamt-Milzzellen beziehungsweise (C und D) wildtypische CD4" Milzzellen
(2*10° Zellen/Well, 96 Well Rundbodenplatte) wurden in Anwesenheit (A und C) und Abwesenheit (B
und D) von 0,1 uM IL-2 fiir 3 Tage kultiviert und der Einfluss von verschiedenen Mengen Desipramin
auf die Zellen untersucht. Analysiert wurde die Treg-Frequenz (links), sowie die absolute Zellzahl von
Treg Zellen (Mitte) und von Tconv Zellen (rechts). Die Daten zeigen Mittelwerte und
Standardabweichung aus n=4 Tieren pro Gruppe und zweiseitigem ANOVA Test fiir die statistische
Auswertung. Erstmalige Verdffentlichung der Daten (A und B) in Hollmann et al. 2016 138

67



Zur Kontrolle, ob die Inhibitoreffekte direkt oder indirekt waren, wurden WT Treg
Zellen mit Tconv Zellen aus WT und Asm” Mausen in unterschiedlichen
Kombinationen gemischt und mit Inhibitor behandelt. Die Reduktion der Tconv
Zellzahl ging auf einen direkten Effekt des Inhibitors auf die Tconv Zellen zurlck und
resultierte nicht aus einem indirekten Effekt vermittelt durch Asm-inhibierte Treg
Zellen. Da es in Asm” Tconv Zellen nicht zu einer Abnahme kam, entstanden die
Desipramineffekte spezifisch durch Blockade der Asm und nicht durch Off-Target
Effekte.
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Abb. 19 Spezifische Wirkung des Asm Inhibitor Desipramin nach in vitro Gabe.

Treg-depletierte Lymphknotenzellen aus wildtypischen beziehungsweise Asm” Mausen wurden in
Anwesenheit von Treg Zellen aus WT Mausen sowie von 0,1 yM II-2 und verschiedenen
Konzentrationen Desipramin fiir 3 Tage kultiviert. (A) Absolute Zellzahl der WT bzw. Asm™
konventionellen T-Zellen unter Einfluss von Desipramin. (B) Absolute Zellzahl der WT Treg Zellen
unter Einfluss von Desipramin. Die Daten zeigen Mittelwerte und Standardabweichung aus n=5 Tieren

pro Gruppe und ANOVA Test fir die statistische Auswertung. Erstmalige Veroffentlichung der Daten
in Hollmann et al. 2016 .

4.4.5. Desipramin induzierte Apoptose in T-Zellen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass der Anstieg der Treg-Frequenzen nicht auf
einer Expansion der Treg Zellen beruht, sondern auf einer selektiven Abnahme der
Tconv Zellzahlen, sollte nun die Art des Zelltods durch Desipramin geklart werden.
Dafur wurden die Zellen nach Behandlung mit Desipramin an drei aufeinander-
folgenden Tagen mit fluoreszierendem Annexin V und einem Lebend-Tot-Farbstoff
gefarbt. Annexin V bindet an Phosphatidylserin, welches sich in lebenden Zellen auf
der Innenseite der Membran befindet. Lebende Zellen werden daher nicht mit
Fluorochrom-gekoppeltem Annexin V angefarbt. Bei eintretender Apoptose jedoch
klappt Phosphatidylserin auf die Aulenseite der Membran und kann angefarbt
werden 8 Wie in Abb. 20 zu erkennen ist, wird durch Desipramin Apoptose
induziert, was anhand des zunehmenden Anteils der Annexin V* Zellen zu sehen ist.
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Je hoher die Desipraminkonzentration ist, desto hoher ist der Anteil der
apoptotischen Zellen (Abb. 20). Die meisten Zellen wurden bereits an Tag 1 der
Kultur apoptotisch, bis zu 40 % der Zellen in Gegenwart von 10 uM Desipramin. An

Tag 2 und 3 war der Anteil an apoptotischen Zellen geringer (Abb. 20).
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Abb. 20 Erhohte Apoptose in Zellen nach Gabe hoher Desipraminkonzentrationen

Dargestellt wird der Anteil der Annexin V' Tconv Zellen innerhalb der CD4" Splenozyten nach 1-3
Tagen Inkubation in Gegenwart von verschiedenen Konzentrationen Desipramin und 1 yM IL-2. Die
Daten zeigen Mittelwerte und Standardabweichung aus n=2 Tieren.

4.5. Defizienz oder pharmakologische Hemmung der Asm fihrte in vivo
zu einer verstarkten Maserninfektion (MV)

4.5.1. Erhohte Anzahl MV-infizierter Neuronen in Asm” Miusen

Wie in den letzten Kapiteln gezeigt wurde, hatte die Asm-Defizienz vielfaltige Effekte
auf T-Zellen. Sie verstarkte die Suppressivitat von Treg Zellen, veranderte deren
Aktivierung und fuhrte zum selektiven Zelltod konventioneller T-Zellen. Als nachstes
wurde die Auswirkung der genetischen Deletion der Asm bezuglich der Fahigkeit von
Mausen, auf Virusinfektionen zu reagieren, untersucht. Hierbei handelt es sich um
ein Masernvireninfektionsmodell, bei dem zwei Wochen alte Mause intrazerebral mit
einem rekombinanten Masernvirus (rMV-EdtagCAMHeGFP) infiziert wurden (Abb. 21
A). Dieses Virus tragt eine GFP-Gensequenz unter dem Promotor friher Virus-
proteine, sodass GFP immer produziert wird, wenn die RNA-abhangige
Viruspolymerase aktiv ist. Entsprechend kénnen infizierte Zellen detektiert werden.
Des Weiteren beinhaltet das Virus ein Maus-adaptiertes Hamagglutinin-Protein
(CAM-H), welches die Infektion muriner Neuronen ermoglicht. Im Versuch wurden

WT, Asm' und Asm™ Mause infiziert und der Krankheitsverlauf verglichen. Zur
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Analyse der Virusinfektion wurden mittels Vibratom koronale Schnitte der PFA-
fixierten Gehirne angefertigt und Uber die GFP-Expression infizierte Neuronen
quantitativ ausgezahlt (Abb. 21 B und C).
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Abb. 21 Schlechte MV Infektionskontrolle in Asm™ Mausen im Vergleich zu WT Mausen.

(A) Schematische Darstellung des fir die Infektion verwendeten rekombinanten Masernvirus Stamm
(rMV-EdtagCAMHeGFP), welcher ein GFP Konstrukt zur Detektion infizierter Neuronen sowie ein
Nager-adaptiertes Hamagglutinin -Protein (CAM-H) enthalt. (B) Koronale Gehirnschnitte fir die
histologische Analyse der infizierten Neuronen nach Infektion am Fluoreszenzmikroskop.
Schematische und mikroskopische Ubersichtsabbildung (10x VergroRerung) des Gehirns sowie von
eGFP autofluresezeten Bereichen im Gehirn (100x VergroRerung). (C) Mikroskopische Aufnahmen
von infizierten Gehirnschnitten, aufgenommen bei zwel VergroRerungen (100x und 200x), von
wildtypischen Kontrolltieren (linke Abbildungen) und Asm™ Mausen (rechte Abbildungen) wahrend der
persistenten Infektion an Tag 28. (D+E) Graphische Darstellung der Anzahl infizierter Neuronen an
Tag 7 (D) und Tag 28 (E). Gezeigt werden die Mittelwerte von n=7-10 Tieren sowie zweiseitigem,
ungepaartem Mann-Whitney Test fir die Signifikanzberechnung. Erstmalige Verdffentlichung der
Daten in Hollmann et al. 2016 *°, die Abbildungen D und E wurden um weitere Daten erganzt.
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Untersucht wurde sowohl die akute Phase der Virusinfektion an Tag 7,
gekennzeichnet durch eine hohe Viruslast, als auch die persistente Phase an Tag 28
nach Infektion. Zu diesem Zeitpunkt sind nur noch einzelne Neuronen infiziert oder
kleine Foci infizierter Neuronen auffindbar. Dabei zeigte sich, dass Asm™ infizierte
Tiere in der akuten Phase (Tag 7, Abb. 21 D) eine 10-fach hdéhere Anzahl infizierter
Neuronen aufwiesen als WT Tiere und eine 30-40-fach hdhere Anzahl in der
persistenten Phase (Tag 28, Abb. 21 E). Die Infektionsrate von Asm*" Tieren war
ahnlich zu der von WT Tieren. Die schlechte Infektionskontrolle bei den Asm™
Mausen deutete auf eine moglicherweise gestdrte antivirale Immunantwort und

mangelhafte Virusbeseitigung durch die Asm-Defizienz hin.

4.5.2. Wihrend der akuten Phase nach MV Infektion wiesen Asm™ Mause eine
verringerte Anzahl an Masernvirus-spezifischen CD8" T-Zellen auf

Eine schlechte Kontrolle der Masernvireninfektion in Asm™ Mausen legte nahe, dass
die Expression der sauren Sphingomyelinase fur eine effiziente, masernspezifische
Immunantwort notwendig sein kdnnte. Um diese Hypothese naher zu untersuchen,
wurden im nachsten Schritt die verschiedenen T-Zell-Subpopulationen und deren
Aktivierung mittels Durchflusszytometrie analysiert. Hierfir wurden T-Zellen Uber
Percollgradienten aus Kollagenase-verdauten Gehirnen isoliert. Verglichen wurden
T-Zellen aus dem Gehirn mit T-Zellen aus den drainierenden, zervikalen
Lymphknoten und den distalen, mesenterischen Lymphknoten und der Milz. Da
generell nur relativ wenige T-Zellen im Gehirn vorhanden sind, wurde eine 10-
Farben-FACS-Analyse (Marker CD45, CD4, CD8, CD25, Foxp3, CTLA-4, Ki67,
CD44, T-bet, Viabilitat) etabliert, um mdglichst viele Immunzellpopulationen und
Aktivierungsmarker gleichzeitig analysieren zu konnen. Eine zweite Farbung mittels
MV-Peptid-beladenen Pentamerkonstrukten diente der Analyse der Masernvirus-
spezifischen CD8" T-Zellen (siehe unten). Die isolierten T-Zellen aus dem Gehirn
wurden zu gleichen Teilen auf die beiden Farbungen aufgeteilt. Fir die Analyse der
FACS-Daten wurden die Zellen wie folgt gegatet (Abb. 22): im Forward Scatter (FSC)
und Sideward Scatter (SSC) wurden die Lymphozyten anhand ihrer Grofe (FSC)
und Granularitat (SSC) definiert. Anschlielend wurden Dubletten, also
zusammenklebende Zellen, ausgeschlossen. Dubletten weisen z.B. bei gleicher
"Hohe" (FSC-H) die doppelte "Weite" (FSC-W) auf. Fur ein prazises Lymphozyten-
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gating wurde mit dem Lymphozytenmarker CD45 auf die CD45" Population gegatet,
sowie auf die lebenden Zellen. Tote Zellen sind positiv fir den Lebend-Tot-Farbstoff
(VD), da dieser in Zellen mit einer nicht-intakten Membran hinein diffundieren kann.
Wie sich herausstellte, hatten einige Zellen aus dem Gehirn eine hohe
Autofluoreszenz, was bedeutet, dass diese unspezifisch in jedem Kanal angeregt
werden. Diese autofluoreszenten Zellen wurden mit Hilfe eines Leerkanals
ausgeschlossen. Fir die Analyse wurde mittels verschiedener Marker die CD8" T-
Zellen und die CD4" T-Zellen unterschieden und letztere noch weiter in CD25 Foxp3”
Tconv Zellen und CD25" Foxp3" Treg Zellen differenziert. Fir die genannten
Populationen wurden die Frequenzen der Zellen, sowie deren absolute Zellzahl
bestimmt und auf3erdem die Proliferation (Ki-67) untersucht (Abb. 22).

SSC-A FﬁC-H S‘?C-H CD45 FSC-A

A  Facs zervikaler LN
CD4 CD25
et

/u A A

» CD8 » Foxp3 » Ki-67 » Ki-67

B Facs Gehirn

cD4 CD25 CcD4 cD8
4 4/

erog e rr vy

» CD8 » Foxp3 » Ki-67 » Ki-67

Abb. 22 Reprasentative Dot Plots und Gatingstrategie zur Analyse von Immunzellen nach
Maserninfektion (28 dpi).

(A) Reprasentative FACS Dot Plots fir Zellen aus dem zervikalem Lymphknoten und (B) aus dem
Gehirn. Gauting auf lebende, CD45" Lymphozyten unter Ausschluss von Dubletten. Identifikation von
CD8" und CD4" T-Zellen, CD25 Foxp3™ Tconv Zellen, CD25" Foxp3" Treg Zellen und Analyse des
Proliferationsmarkers Ki-67, gezeigt wird die Frequenz des Gates innerhalb der Population in %.
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Infolge der Maserninfektion kam es sowohl an Tag 7 als auch an Tag 28 nach
Infektion zu einer erhohten Infiltration von T-Zellen in das Gehirn, wobei es
Unterschiede je nach Zelltyp, Genotyp und Zeitpunkt gab. In den verschiedenen
peripheren Organen Milz, zervikaler und mesenterischer Lymphknoten, kam es zu

keinen, signifikanten Veranderungen (nicht gezeigte Daten).

Die dominierende Lymphozytenpopulation wahrend Viruserkrankungen sind CD8" T-
Zellen. Nach Antigenkontakt differenzieren naive CD8" T-Zellen zu Zytotoxischen T-
Zellen (ZTL), welche in der Lage sind infizierte Zellen durch Perforin und
Granzymausschuttung zu lysieren. Die Analyse von infizierten und uninfizierten
Gehirnen wahrend der akuten Phase nach Infektion (d7 dpi) zeigte, dass es zu einer
vermehrten Einwanderung von CD8" T-Zellen ins Gehirn von infizierten Mausen kam
(Abb. 23A). Dabei gab es keine Unterschiede zwischen den Genotypen. Obwohl es zu
einem Anstieg in der CD8" T-Zellfrequenz kam, gab es keinen signifikanten Anstieg
der absoluten Zellzahl von CD8* T-Zellen in WT und Asm*~ M&usen (Abb. 23A).

In der persistenten Phase der Infektion (d28 dpi) war die Frequenz von CD8" T-
Zellen immer noch in infizierten Mausen im Vergleich zu uninfizierten Mausen stark
erhoht (Abb. 23 C). In der spaten Phase der Infektion zeigten sich auch deutliche
Unterschiede zwischen WT, Asm*" und Asm” Mausen. Infizierte Asm™ Mause hatten
eine signifikant hohere CD8" T-Zellfrequenz innerhalb der CD45" T-Zellen als
infizierte WT Mause (Abb. 23 C). Dies war auch der Fall in Asm*" Méausen, wenn
auch der Unterschied hier nicht mehr signifikant war. In infizierten Asm*~und Asm™
Mausen war auch die absolute Anzahl an CD8" T-Zellen gegeniiber WT Mausen
erhdht (Abb. 23 D). Im Gegensatz dazu war die Anzahl der CD8" T-Zellen in

infizierten WT Mausen fast vergleichbar mit uninfizierten WT Mausen.
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Abb. 23 Analyse der T-Zellfrequenzen und absoluten T-Zellzahlen von CD8" T-Zellen wihrend
der akuten und persistenten Phase der Infektion.

(A) Frequenz und (B) absolute Zellzahl von CD8" T-Zellen aus WT, Asm*" und Asm™ Mausen
wahrend der Akutphase der Infektion. (C) Frequenz und (D) absolute Zellzahl von CD8" T-Zellen aus
WT, Asm” und Asm”™ Mausen wahrend der persistenten Phase nach Infektion. Horizontale Striche
entsprechen dem Median von n=5-8 Tieren. Fir die statistische Analyse wurde der Mann-Whitney
Test benutzt und die p-Werte entsprechend dargestellt; signifikante Werte sind mit Sternchen
gekennzeichnet (*p< 0,05, **p < 0,01, ***p< 0,001).

Neben CD8" T-Zellen findet man auch CD4" T-Zellen, d. h. Treg und Tconv Zellen im
Gehirn. Die Frequenz von CD4" T-Zellen variierte zwischen infizierten und
uninfizierten Mausen, sowie zwischen den Genotypen, kaum (Abb. 24 A). In
infizierten Asm” Mausen kam es gegeniiber uninfizieten Mausen zu einem
signifikanten Anstieg der CD4" T-Zellen (Abb. 24 B). Gleichzeitig war in diesen
Mausen der Anteil der Treg Zellen erniedrigt (Abb. 24 C).
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Abb. 24 Analyse der Frequenzen und absoluten T-Zellzahlen von CD4" T-Zellen und Treg Zellen
wahrend der akuten und persistenten Phase der Infektion.

(A-C) T-Zellpopulationen wahrend der akuten Phase nach Infektion. (A) T-Zellfrequenz und (B)
absolute Zellzahl von CD4" T-Zellen und (C) Frequenz von Treg Zellen aus WT, Asm* und Asm™
Mausen. (D-F) T-Zellpopulationen wahrend der persistenten Phase nach Infektion. (D) T-Zellfrequenz
und SE) absolute Zellzahl von CD4" T-Zellen und (F) Frequenz von Treg Zellen aus WT, Asm*" und
Asm™ Mausen. Horizontale Striche entsprechen dem Median von n=5-8 Tieren. Fur die statistische
Analyse wurde der Mann-Whitney Test benutzt und die p-Werte entsprechend dargestellt; signifikante
Werte sind mit Sternchen gekennzeichnet (*p< 0,05, **p < 0,01, ***p< 0,001).

In der persistenten Phase der Infektion (d28 dpi) war der Anteil der CD4" T-Zellen
innerhalb der CD45" T-Zellen hdher als zuvor in der akuten Phase. Bei WT und

+/-

Asm*~ Mausen waren infizierte und uninfizierte M&use vergleichbar, in Asm™
Mausen, war der Anteil an CD4" T-Zellen in infizierten Mausen signifikant erhoht
(Abb. 24 D). Wie zuvor schon bei den CD8" T-Zellen beobachtet, war die absolute
Anzahl von CD4" T-Zellen im Vergleich zu infizieten WT Mausen in Asm” Mausen
signifikant hoher (Abb. 24 E). In infizierten und uninfizierten WT und Asm*" Mausen
war die Frequenz der Treg Zellen innerhalb der CD4" T-Zellen unverandert,

allerdings gab es in infizieten Asm” Mausen eine Reduktion des Anteils an Treg
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Zellen auf das Niveau der WT und Asm*" Tiere (Abb. 24 F). Bei den uninfizierten
Tieren zeigte sich wie zuvor (Abb. 12 B), dass Asm” Mause eine hohere Treg-
Frequenz innerhalb der CD4" T-Zellen Zellen haben als WT oder Asm*" Mause (Abb.
24 F).
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Abb. 25 Asm™ Miusen wiesen eine verringerte Anzahl Masern-spezifischer CD8" T-Zellen auf.

(A) Gatingstrategie und reprasentatives Dot Plot eines infizierten Gehirns. Es wurde zunachst auf
CD45", lebende Lymphozyten gegatet und anschlieRend auf CD8" CD19™ T-Zellen und die darin
enthaltenen DbMVH22_3o-Pentamer+ T-Zellen. (B) Bestimmung der absoluten Anzahl von
Masernspezifischen D°MVjy;_30-Pentamer’ CD8" T-Zellen innerhalb der CD8" T-Zellen und (C) der
Frequenz der DbMVH22_30-Pentamer-spezifischen Zellen innerhalb der CD8" T-Zellen an Tag 7 bzw.
Tag 28 im Gehirn von WT (weile Balken), Asm"" Mausen (graue Balken) und Asm™ Méausen
(schwarze Balken). Dargestellt wird der Mittelwert und die Standardabweichung der gepoolten Daten
aus n= 6 Mausen pro Gruppe. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des zweiseitigem, ungepaartem Mann-
Whitney Test berechnet (*p= 0,05 **p= 0,01 ***p= 0,001). Erstmalige Veroffentlichung der Daten in
Hollmann et al. 2016 "°, Abbildungen B und C wurden durch Daten erganzt und abgeandert.

Obwohl es in der persistenten Phase mehr CD8" T-Zellen in Asm™ als in WT Mausen
gab, konnte das Masernvirus nicht eliminiert werden, sichtbar anhand der erhdhten
Anzahl infizierter Neuronen (Abb. 21 D und E). Daher wurden mit Hilfe des D°MV-
Ha2_30-Pentamers MV-spezifischne CD8" T-Zellen angefarbt (Abb. 25 A), um die

Spezifitat der CD8" T-Zellen naher zu analysieren. An Tag 7 konnten wir zuvor keine
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Unterschiede zwischen WT und Asm” Mausen beziiglich der gesamten Anzahl der
CD8" T-Zellen im Gehirn feststellen (Abb. 23 B). Die Pentamerfarbung zeigte, dass
in Asm” Mausen weniger Masernvirusspezifische CD8" T-Zellen wéhrend der akuten
Phase existierten (Abb. 25 A-D), wahrend die Anzahl in der persistenten Phase
vergleichbar war (Abb. 25 E-H). Wahrend die Gesamtanzahl der CD8" T-Zellen in
Asm™ Mausen wihrend der persistenten Phase anstieg (Abb. 23 D), nahm die
Anzahl Masernvirusspezifische CD8" T-Zellen nicht im gleichen MaR zu (Abb. 25). In
den drainierenden, zervikalen Lymphknoten von Asm™ Mausen zeigte sich in der
akuten Phase der Infektion ebenfalls eine Abnahme der Anzahl MV-spezifischer
CD8" T-Zellen (nicht gezeigt Daten).

Parallel zur Analyse der T-Zellfrequenzen und absoluten Zellzahlen, wurde auch die
Aktivierung und Proliferation untersucht. Generell sind alle T-Zellen im Gehirn CD44"
(nicht gezeigte Daten), da nur aktivierte T-Zellen in der Lage sind, die Bluthirn-

schranke zu Uberwinden.

Die Proliferation unterschied sich zwischen infizierten WT, Asm*” und Asm” Mausen
nicht (Abb. 26). In der Akutphase der Infektion waren CD8" T-Zellen aus infizierten
Mausen tendenziell etwas proliferativer als aus uninfizierten Mausen, dieser
Unterschied war jedoch nur in WT Mausen signifikant (Abb. 26 A). In der
persistenten Phase der Infektion differierten weder die Genotypen, noch die Gruppen
infiziert vs. uninfiziert (Abb. 26 C und D) bei den CD8" und CD4" T-Zellen. Die
Proliferation der CD8" und CD4" T-Zellen variierte hauptsachlich zwischen der
akuten und der persistenten Phase der Infektion. In der persistenten Phase der
Infektion, an Tag 28, wiesen die T-Zellen eher einen ruhenden, nicht proliferativen
Phanotyp auf. Wahrend in der akuten Phase 40-60 % der CD8" und CD4" Zellen
proliferierten, waren es in der persistenten Phase nur noch unter 20 % der CD8" und
CD4" Zellen.
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Abb. 26 Aktivierungszustand von T-Zellen im Gehirn wahrend der MV-Infektion.

(A und C) Proliferation von Ki-67" CD4" T-Zellen und (B und D) CD8" T-Zellen wahrend der akuten
Phase (A und B) und der persistenten Phase (C und D) nach Masernvirusinfektion. Verglichen wurden
T-Zellen aus WT, Asm*"und Asm” Méausen. Dargestellt ist der Median von n=3-8 Tieren und fiir die
statistische Analyse wurde der Mann-Whitney Test benutzt und die p-Werte entsprechend angegeben.
Signifikante Werte sind mit Sternchen gekennzeichnet (*p< 0,05, **p < 0,01, ***p< 0,001).

Zusammenfassend zeigte sich, dass WT und Asm™ Mause sich hinsichtlich ihrer
Immunantwort nach MV-Infektion unterschieden. Asm™ M&use hatten weniger MV-
spezifische CD8" T-Zellen in der akuten Phase. Obwohl sich die Anzahl der CD8" T-
Zellen selektiv in Asm™ Mausen in der persistenten Phase erhohte, stieg die Anzahl

MV-spezifischer CD8" T-Zellen nicht entsprechend an.

4.5.3. Behandlung von MV-infizierten Mausen mit Amitriptylin imitierte den
Krankheitsverlauf von Asm™ Mausen

Es konnte demonstriert werden, dass sowohl genetische Deletion der Asm als auch
die Behandlung mit dem Asm-Inhibitor Amitriptylin zu einem Anstieg der Treg-
Frequenz fuhrten (Abb. 12 B und Abb. 16 B). Demzufolge sollten Amitriptylin-
behandelte WT Mause nach Infektion mit dem Masernvirus einen ahnlichen

Krankheitsverlauf wie Asm” Mausen aufweisen. Um dies zu untersuchen, wurden
78



wildtypische Mause im Alter von 2 Wochen intrazerebral infiziert und in der
persistenten Phase der Virusinfektion ab Tag 14 mit Amitriptylin oder NaCl-Lésung
als Kontrolle behandelt. Bei der Analyse der Hirnschnitte zeigte sich, dass nach
Amitriptylinbehandlung mehr infizierte Neuronen detektiert werden konnten als bei
Kontroll-behandelten Tieren (Abb. 27 A). Das T-Zellkompartment war jedoch
zwischen den Gruppen nicht veréndert. Die Gesamtanzahl der CD8" T-Zellen
unterschied sich zwischen der Kontroll-behandelten und Amitriptylin-behandelten
Gruppe nicht (Abb. 27 B). Auch in Hinsicht auf die Masernspezifischen CD8" T-
Zellen gab es keine Unterschiede bezuglich der Frequenz und auch der Anzahl an
Masernvirus-spezifischen CD8" T-Zellen (Abb. 27 C und D).
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Abb. 27 Verstarkte Maserninfektion wahrend der persistenten Phase durch
Amitriptylinbehandlung von MV-infizierten WT Tieren im Vergleich zu Kontroll-behandelten
Tieren.

WT Mause wurden im Alter von 2 Wochen infiziert und ab Tag 14 zweimal taglich mit Amitriptylin oder
NaCl-Losung behandelt. Dargestellt ist (A) die Anzahl infizierter Neuronen, (B) die absolute Anzahl
der gesamten CD8" T-Zellen, (C) die Frequenz und (D) die absolute Anzahl der
Masernvirusspezifischen CD8" T-Zellen. Horizontale Striche entsprechen dem Median von n=4
Tieren. Fur die statistische Analyse wurde der Mann-Whitney Test benutzt und die p-Werte
entsprechend dargestellt.
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4.5.4. Eine Erhohung der Infektionsrate durch Amitriptylin war nur in
Gegenwart von Regulatorische T-Zellen moglich

Als nachstes sollte untersucht werden, weshalb Asm” Mause die Virusinfektion
schlechter kontrollieren konnten. Wie vorherige Experimente gezeigt hatten (Abb. 10-
13), beeinflusste die Asm-Aktivitdt sowohl die Frequenz als auch die Funktionalitat
von regulatorischen T-Zellen. In der Infektionskontrolle spielen regulatorische T-
Zellen eine Rolle, indem sie die Effektor-T-Zellen und Zytotoxischen T-Zellen, welche
fur die Virusbeseitigung zustandig sind, in ihrer Aktivierung und Expansion
kontrollieren ™°. Es konnte zudem gezeigt werden, dass Treg Zellen den Verlauf der
Maserninfektion beeinflussen ''2. Bei Deletion der Treg Zellen in DEREG Mausen
verringerte sich die Starke der Maserninfektion, wohingegen die Erhéhung der Treg
Zellen mittels des CD28-Superagonisten D665 die Maserinfektion verschlechterte. In

diesem Versuch wurden keine DEREG Mause ' 135

, sondern Foxp3-DTR Mause
verwendet, weil Letztere durch Knock-in Mutation entstanden sind und der Phanotyp
nach Treg Depletion ahnlich den dem von Scurfy Mausen (Foxp3 Knockout) Mausen
ist. Es gilt zu beachten, dass diese Mause durch die fehlenden Treg Zellen eine
lymphoproliferative Erkrankung entwickeln, weswegen die Treg Zellen nur Uber einen
kurzen Zeitraum von 7 Tagen depletiert wurden. Im neuen Versuch wurden nun WT
und Foxp3-DTR transgene Mannchen infiziert und ab dem Tag 21 mit Amitriptylin
oder Kochsalzloésung als Kontrollgruppe behandelt. Die Treg Zellen wurden mittels
Diphtherietoxingabe an Tag 21 und 22 sowie Tag 24 und 26 erfolgreich depletiert
(siehe Abb. 28 A und B). Aufgrund der Depletion der Treg Zellen und der
einhergehenden Lymphoproliferation waren die Lymphknoten und teilweise die
Milzen vergrofRert und die Organe wiesen hdhere Zellzahlen auf (nicht gezeigte

151,135 135,152

Daten; war der Anteil der

aktivierten CD25" Foxp3™ Tconv Zellen unter den CD4" T-Zellen erhéht (Abb. 28 B).

)- Wie in der Literatur bereits beschrieben

Wie zuvor in Asm” Mausen gezeigt (Abb. 27 A), filhrte die Amitriptylinbehandlung in
WT Mausen zu einer signifikant gesteigerten Anzahl von infizierten Neuronen (Abb.
28 C). In Abwesenheit von Treg Zellen in DT-behandelten Foxp3-DTR Mausen fuhrte
Amitriptylin nicht zu einer entsprechenden Zunahme von infizierten Neuronen (Abb.
28 C).
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Abb. 28 Verstarkte Maserninfektion in Abhédngigkeit von Treg Zellen und
Amitriptylinbehandlung.

(A) Schematische Darstellung des Experiments. WT und Foxp3-DTR Geschwistertiere wurden im
Alter von zwei Wochen mit Masernviren infiziert, ab Tag 21 nach Infektion wurden die Treg Zellen
mittels Diphtherietoxin depletiert (d21, d22, d24 und d26 dpi) und taglich zweimal mit Amitriptylin oder
Kochsalzlésung behandelt. (B) FACS-Analyse der CD25 und Foxp3 Expression in CD45°CD4" Milz T-
Zellen. Zahlenwerte entsprechen dem Mittelwert aus n=5-6 Tieren mit Standardabweichung. (C)
Anzahl infizierter Neuronen, (D) Anzahl der gesamten CD8" T-Zellen, (E) Frequenz von DbMVH22_3O-
Pentamer’ CD8" T-Zellen und (F) Anzahl der D°MVyy_s-Pentamer® CD8* T-Zellen im Hirn von
Amitriptylin- (rot) und NaCl- (schwarz) behandelten WT und Foxp3-DTR Mausen. Die Grafiken stellen
den Median und die einzelnen Werte von n=5-8 Tieren dar. Fir die statistische Auswertung wurde der
Mann Whitney Test verwendet. Signifikante Werte sind mit Sternchen gekennzeichnet g*p< 0,05, **p <
0,01, ***p< 0,001). Erstmalige Veréffentlichung der Daten A-C in Hollmann et al. 2016 ™°.
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Die Analyse der T-Zellen zeigte, dass sich die absolute Anzahl der CD8" T-Zellen
sowohl zwischen WT und Foxp3-DTR Tieren als auch zwischen den Behandlungs-
gruppen, mit und ohne Amitriptylin, nicht unterschieden (Abb. 28 D). Ebenfalls gab es
keine Differenzen beziiglich der Frequenz der D°MV2o_30-Pentamer® CD8"* T-Zellen
(Abb. 28 E). Allerdings gab es im Vergleich von kontrollbehandelten WT Mausen zu
kontrollbehandelten Foxp3-DTR Mausen in Letzteren in Abwesenheit von Treg
Zellen eine signifikante Erhéhung der absoluten Masernvirus-spezifische CD8" T-
Zellen. Dies war nicht der Fall in der Amitriptylin-behandelten Gruppe.

Folglich gab es in Anwesenheit von Treg Zellen unter Amitriptylinbehandlung einen
Anstieg der infizierten Neuronen (Abb. 28 C). Dieser konnte jedoch nicht durch eine
verringerte Frequenz oder Anzahl an Masernvirusspezifischen T-Zellen erklart
werden (Abb. 28 E und F). Moglich, aber nicht untersucht, ist, dass die Treg Zellen

die Funktionalitat der masernvirusspezifischen T-Zellen beeinflussen.

Zusammenfassend zeigte sich, dass Asm™ und Asm” Maiuse mehr infizierte
Neuronen hatten als WT Mause und dass dieser Effekt durch Amitriptylinbehandlung
ebenfalls erreicht werden konnte. In der Akutphase der Infektion gab es in Asm™
Mausen weniger MV-spezifische CD8" T-Zellen als in WT Tieren. In der persistenten
Phase gab es in Asm™ und Asm™ sogar mehr CD8" T-Zellen als in WT Tieren,
jedoch stieg weder der Anteil noch die absolute Anzahl der MV-spezifische CD8" T-
Zellen im gleichen Mall an. Treg Zellen konnten den Verlauf der Infektion
beeinflussen, da in Abwesenheit von Treg Zellen und unter Amitriptylinbehandlung
es nicht zu einem Anstieg von infizierten Neuronen kam. Die Abwesenheit der Treg
Zellen hatte keine Auswirkungen auf die Frequenz oder Anzahl von MV-spezifische

CD8" T-Zellen, allerdings moglicherweise auf die Funktionalitat der Zellen.
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5. Diskussion

Trotz groRer Fortschritte im Verstandnis der Funktionsweise und Aktivitat der
neutralen und sauren Sphingomyelinase, ist deren mechanistische Funktion wahrend
der adaptiven Immunantwort nach wie vor unklar. Die vorliegende Arbeit untersucht
die Bedeutung der sauren Sphingomyelinase fur die Funktionsweise von T-Zellen
sowie fur die Regulation der anti-viralen T-Zellantwort. Die Ergebnisse zeigen, dass
fur eine Beantwortung der Frage regulatorische und konventionelle T-Zellen
unterschieden werden mussen. Grundsatzlich variierten die beiden Zellarten durch
Unterschiede in der Asm Aktivitat, im Ceramidgehalt und in der Lipidordnung. Treg
Zellen waren im Vergleich zu Tconv Zellen gegenuber den Effekten von genetischer
oder pharmakologischer Inhibition resistenter. Die unterschiedliche Wirkung der Asm
Abwesenheit kdnnte man therapeutisch ausnutzen, um das Treg-Tconv Gleich-
gewicht zu verschieben. Eine selektive Unterdrickung der Tconv Antwort ohne
negative Beeinflussung der Treg Zellen ist von therapeutischem Nutzen bei

Autoimmunerkrankungen.

5.1. Unterschiede im Ceramidgehalt und der Lipidordnung in Treg und
Tconv Zellen

Es konnte gezeigt werden, dass Treg Zellen im Vergleich zu Tconv Zellen eine
erhdhte Menge an Ceramid aufwiesen (Abb. 7). Naheliegend ware, dass dies auf die
erhohte Asm Aktivitat in Treg Zellen (Abb. 6 B) zurlckzufuhren ist. Ein mdglicher
weiterer Grund fur die Treg-spezifische Akkumulation von intrazelluldarem Ceramid ist

die Sphingomyelin Synthetase 1 (Sgms?) '

. Sgms1 wird direkt durch Foxp3
reguliert, d. h. das Vorliegen von Foxp3 in Treg Zellen oder Foxp3 Uberexpression
verringert die Expression von Sgms1. Sgms1 katabolisiert die Spaltung von Ceramid
und Phosphatidylcholin zu Diacylglycerol und Sphingomyelin. Folglich kdénnte die
Foxp3-vermittelte Suppression von Sgms1 die Akkumulation von Ceramid in Treg
Zellen erklaren 3. Massenspektroskopische Analysen von Treg Zellen aus Asm”
Mausen zeigten, dass diese sogar mehr Ceramid als WT Treg Zellen besalien (Abb.
7 B, Abb. 29). Das generell Asm” Zellen mehr Ceramid haben, wurde bereits in der
Literatur gezeigt ?”. Die Erklarung fiir das Paradoxon, dass mehr Ceramid vorhanden
ist, obwohl Sphingomyelin durch das Fehlen der Asm nicht mehr zu Ceramid
umgesetzt werden kann, liefern kompensatorische Mechanismen. Zum einen kann
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Ceramid de novo Uber die Ceramidsynthetase generiert werden. Zum anderen bauen
andere Sphingomyelinasen (z.B. Nsm) Sphingomyelin in nicht-lysosomalen
Kompartimenten ab. Und drittens, wird Ceramid normalerweise schnell zu
Sphingosin und Sphingosin-1-Phosphat umgesetzt, da Ceramid in gréf3eren Menge
zelltoxisch ist und pro-apoptotisch wirkt. Diese spateren Abbauwege kdnnten
ebenfalls betroffen sein und so zu einer Anreicherung von Ceramid filhren ?’. Wie
schon beschrieben, weichen die Ergebnisse der Massenspektroskopie und des
Einbaus durch Click-Chemie-konjugierter Ceramide in Treg Zellen ab. Treg Zellen
aus Asm” Mausen hatten mehr Ceramid als WT Treg Zellen, allerdings bauten
Asm™ Treg Zellen tendenziell weniger clickbares Ceramid als WT Treg Zellen ein.
Die Diskrepanz hinsichtlich des Ceramidgehalts zwischen beiden Methoden kann
damit begrindet werden, dass die Zellen unterschiedlich aufgearbeitet wurden. Bei
der Massenspektroskopie wurde die Zelle als Ganzes lysiert und analysiert. Bei der
Click-Chemie hingegen wurde nur Ceramid in der &uferen Plasmamembran
bertcksichtigt. Nachdem die Lage von Ceramid von funktioneller Bedeutung ist,
bringt die Click-Chemie der Massenspektroskopie gegenitber Vorteile. Die Click-
Chemie ist noch in der Entwicklung, aber es wird bereits versucht, Sphingomyelin mit
zwei clickbaren Einheiten zu entwickeln. Damit konnte man den Abbau von

Sphingomyelin zu Ceramid am Mikroskop direkt mitverfolgen.

Ceramid beeinflusst durch die Bildung von Mikrodomanen auch die Lipidordnung in
der Membran von Zellen. Sowohl naive WT als auch Asm™ Tconv Zellen hatten vor
allem Membranen mit einer hohen Lipidordnung. Dies ist in Ubereinstimmung mit der
Literatur, wo bereits gezeigt werden konnte, dass Zellen mit hoher Lipidordnung
naive, nicht-aktivierte Zellen sind. Eine hohe Lipidordnung, wie sie bei naiven T-
Zellen zu sehen ist, fordert aullerdem die T-Zell Aktivierung durch Ausbildung von

stabilen Synapsen mit APCs *°

. Im Gegensatz dazu zeigten Zellen mit einer
niedrigen Lipidordnung einen aktivierten Phanotyp, gekennzeichnet durch eine hohe
Expression von CD69, einem frilhen Aktivierungsmarker, und CD25 *°. Dieser
aktivierte Phanotyp ist typisch fur Effektor-Tconv Zellen und Treg Zellen. Allerdings
unterschieden sich Treg Zellen aus WT und Asm”™ Mé&usen hinsichtlich der
Lipidordnung: die Halfte der WT Treg Zellen hatten Membranen mit einer niedrigen

Lipidordnung, wahrend Asm™ Treg, ahnlich wie die Tconv Zellen, vor allem
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Membranen mit einer hohen Lipidordnung aufwiesen. Wie bereits in der Literatur
gezeigt, sind Zellen mit hoher Membranlipidordnung proliferativer *°. Die Asm™ Treg,
welche im Vergleich zu WT Treg eine hohere Lipidordnung aufwiesen, waren in
Ubereinstimmung damit insgesamt tendenziell proliferativer (Milz, nicht gezeigte
Daten), starker aktiviert (Abb. 13) und starker suppressiv (Abb. 10). Entsprechend
dazu hatten auch Asm™ Tconv Zellen nochmal mehr Zellen mit hoher Lipidordnung
(92 %) als Tconv aus WT Mausen (76 %) (Abb. 9) und sollten starker proliferativ
sein. Es konnte in einer anderen Arbeit demonstriert werden, dass sich in Asm™
Mausen mehr Zellen in der GO0/G1 Phase befinden und es sich folglich um
proliferative Zellen handelt (Zhou et al. 2016).

Ein Grund fiir die erhdhte Lipidordnung in Asm™ Zellen kdnnte die verdnderte
Membranzusammensetzung als Folge der Asm-Defizienz sein. Durch die fehlende
Funktion der Asm war Sphingomyelin in der Membran angereichert (Abb. 7 C) und
das Verhaltnis von Ceramid zu Sphingomyelin verandert (Abb. 7 E). Die
abweichende Membranzusammensetzung und -ordnung wiederum beeinflussen
intrazellulare Signalwege und kdnnten maogliche Veranderungen in der Funktion, z.B.

die Treg Suppression, erklaren.

5.2. Asm Defizienz oder Inhibition hatte Auswirkungen auf das Treg

Kompartment und die Treg Funktion

Asm™

Treg Zellen wiesen im Vergleich zu WT Treg Zellen eine starkere
Suppressivitat auf. Eine mogiche Erklarung konnte der unterschiedliche
Ceramidgehalt zwischen Asm”™ und WT Treg Zellen sein. Akkumulation von
intrazellularem Ceramid aktiviert die Protein Phosphatase 2A (PP2A) in Treg Zellen.
PP2A inhibiert den mTORC1 Signalweg Uber den unter anderem Zellproliferation,
Zellmetabolismus, Zytokinproduktion und T-Zelldifferenzierung reguliert wird, sowie
die Generierung und Funktion von Treg Zellen'. In der Literatur konnte gezeigt
werden, dass es einen Zusammenhang von Ceramid, PP2A und der Treg

Suppressivitat gibt '

. In Treg Zellen, die ceramidreich sind, ist PP2A aktiv und
inhibiert mMTORCA1, sodass die Treg Zellen funktionsfahig sind. In Abwesenheit von
PP2A entfallt die Hemmung auf mTORC1. Es konnte gezeigt werden, dass PP2A-
defiziente Treg Zellen schlecht supprimieren und PP2A-defiziente Mause

lymphoproliferative Erkrankungen aufweisen '*°. Die PP2A Aktivitat wurde indirekt
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liber die CD98 Expression in WT und Asm” Treg Zellen verglichen. CD98 wird durch
mTORC1reguliert und eine hohe PP2A Aktivitdt wirde sich entsprechend in einer
geringen Expression von CD98 widerspiegeln. Die CD98 Expression wurde auf
gegateten Treg und Tconv Zellen von Milz und Lmyphknotenzellen aus WT und Asm’
" Mausen verglichen. Allerdings konnten keine Unterschiede festgestellt werden
(nicht gezeigte Daten). Die erhdhte Ceramidmenge in Asm™ Treg Zellen im Vergleich
zu WT Zellen, hat in diesem Fall nicht zu einer erhdhten PP2A Aktivitat gefuhrt, was

die erhdhte Suppressionsfahigkeit der Zellen erklaren konnte.

Eine weitere mogliche Erklarung fur die verstarkte Suppression von Indikatorzellen
durch Asm”Treg Zellen, ist eine Variation im CTLA-4 Umsatz. In Treg Zellen aus
Asm™ Mausen wird im gleichen Zeitraum mehr CTLA-4 zur Oberflache transportiert
als in WT Treg Zellen. Im WT scheint die Prasenz der Asm in Lysosomen zu einem
verringerten CTL-4 Transport an die Oberflache zu fuhren (Abb. 29). Die erhdhte
CTLA-4 Expression nach Amitriptylinbehandlung und die gesteigerte CTLA-4
Umsatzrate bei Asm Defizienz kdnnte zudem im Zusammenhang mit einer erhéhten
T-Zellrezeptorstimulation in Abwesenheit der Asm stehen. Es konnte gezeigt werden,
dass der Kontakt mit Antigen-prasentierenden Zellen und die daraus resultierende T-

Zellrezeptorbindung die Oberflachenexpression von CTLA-4 induziert "*,

A WT / Asm_/_ B WT Tconv C Asm_/_ Tconv
' CTLA-4 ‘
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Abb. 29 Schematische Darstellung der Eigenschaften von Treg und Tconv Zellen aus WT und
Asm™ Miusen

(A) WT und Asm™ Tconv Zellen haben weniger Ceramld in der Membran als die entsprechenden (B)
WT Treg Zellen und (C) Asm™ Treg Zellen. Asm™ Treg Zellen kénnen Tconv Zellen starker
supprimieren als WT Treg Zellen. Eine Ursache dafiir konnte der erhohte CTLA-4 Umsatz in Asm™
Treg Zellen sein.
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Des Weiteren haben Asm-defiziente Mause eine relativ erhdhte Treg-Frequenz,
welche sich mit zunehmenden Alter verstarkt (Abb. 12 D). Die erhdhte Treg-
Frequenz in Asm”™ Mausen konnte vor kurzem auch von anderen nachgewiesen
werden '*°. In dieser Arbeit wurde auch gezeigt, dass in vitro die Induktion von Treg
Zellen mittels TGFB und IL-2 aus naive Asm” CD4 T-Zellen erhoht war. Grund hierfiir
ist, dass induzierte Treg Zellen aus Asm” Mausen weniger Rictor, mTORC1, pS6
Kinase und AKT Signalmolekile aufweisen, welche normalerweise die iTreg
Induktion dampfen. Entsprechend scheint die Asm ein negativer Regulator fur

natiirliche und induzierte Treg Zellen zu sein '°.

Die erhohte Treg-Frequenz war nicht auf eine Expansion der Treg Zellen
zurlckzufihren sondern auf eine Abnahme der absoluten Tconv Zellzahl. Zwar
waren die Asm™ Treg Zellen starker aktiviert, allerdings konnte keine Expansion von
Treg Zellen festgestellt werden (Abb. 30 A). Grund daflr kdnnte die gesteigerte
CTLA-4 Expression und Umsatzrate in Asm™ Tregs sein. Es konnte gezeigt werden,
dass es in adulten CTLA-4 defizienten Mausen zu einer starken Expansion von Treg
und Tconv Zellen kommt °. Das heiRt, dass CTLA-4 nicht nur Tconv Zellen

reguliert, sondern auch die Expansion von Treg Zellen.

Da genetische Knockouttiere den Nachteil haben, dass sich
Kompensationsmechanismen entwickeln koénnen, wurde eine kurzzeitige Asm
Blockade durch Amitriptylin und Desipramin induziert. Amitriptylin wurde in der in vivo
Behandlung benutzt, da dieses im Gegensatz zu Desipramin noch als Medikament
zugelassen ist und etwas langer auf dem Markt ist. /n vitro wurden sowohl
Amitriptylin als auch Desipramin getestet, gezeigt sind allerdings nur die in vitro
Daten mit Desipramin. Sowohl in vitro als auch in vivo resultierte die Asm Inhibition in
einer relativen Erhohung der Treg-Frequenz, in Folge einer Abnahme der absoluten
Tconv Zellzahl. Die Daten sind in Ubereinstimmung mit publizierten Ergebnissen, die
in einem Mausmodell fur allergische Rhinitis zeigen, dass die Behandlung mit
Desipramin zu einem leichten Anstieg der Treg-Frequenz fihrt, wahrend es bei Th17

Zellen zu einer starken Abnahme kommt 2.

In anderen Arbeiten konnte bereits demonstriert werden, dass trizyklische Inhibi-

toren, wie Amitriptylin und Desipramin, Apoptose-induzierende Effekte haben”"'*. In
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der vorliegenden Arbeit scheint der Effekt der Asm Blockade unterschiedlich auf die
einzelnen Zelltypen zu wirken (Abb. 30 B). Eine mdgliche Erklarung fur die
differenzielle Wirkung der Asm Inhibition liefern die in vitro Versuche. Nur in
Gegenwart von IL-2 waren die Treg Zellen geschitzt, in Abwesenheit von IL-2 fuhrte
die Asm Blockade in Treg Zellen ebenfalls zu einer Abnahme der Zellzahl aquivalent
zu den Tconv Zellen. Im Gegensatz zu Tconv Zellen haben Treg Zellen den
hochaffinen IL-2 Rezeptor. Die Bindung von IL-2 an den Rezeptor induziert die
Freisetzung von Zink aus Lysosomen und resultiert in der Aktivierung von STATS.
STAT5 Expression wiederum schiitzt vor Apoptose "', Es konnte gezeigt werden,
dass IL-2 das T-Zelluberleben fordert, indem es anti-apoptotisches Bcl-XL hoch-
reguliert ™' Auch in vivo scheinen die Treg Zellen durch Uberlebenssignale wie
IL-2, CD28, TZR Signal geschutzt zu sein.

e
A . B X hochaffiner ® Q@

)
. . ’ (K IL-2R f&) ® ° niedrig affiner IL-2 Rezeptor
‘Treg . WT Tconv ‘ kein IL-2 ATS

Amitriptylin / Asm” Maus

“ ‘ Apoptose

Zunahme Treg Frequenz
Abnahme Tconv Anzahl

Amitriptylin

Apoptose

Abb. 30 Schematische Darstellung des Wirkmechanismus von Amitriptylin auf Treg und Tconv
Zellen

(A) Genetische Defizienz der Asm oder Hemmung der Asm durch Inhibitoren wie Amitriptylin fihrt zu
einer Zunahme der Treg-Frequenz, welche auf einer Abnahme der absoluten Anzahl der Tconv Zellen
beruht. (B) Auf molekularer Ebene verantwortlich fiir das selektive Uberleben von Treg und Tconv
Zellen nach Amitriptylinbehandlung ist vermutlich IL-2. Tconv Zellen, die keinen hochaffinen IL-2
Rezeptor besitzen, gehen in Apoptose. Treg Zellen sind aufgrund ihres hochaffinen IL-2 Rezeptors,
der induzierten STAT5-Phosphorylierung und anti-apoptotischen Wirkung in Anwesenheit von IL-2 vor
den apoptotischen Effekten des Inhibitors geschitzt. In Abwesenheit von IL-2 gehen auch Treg Zellen
in Apotpose.

Eine leichte Abweichung der Ergebnisse gab es im Transferexperiment im Vergleich
zu Amitriptylin-behandelten WT Mausen. Wenn WT Zellen in Asm-defiziente Mause
transferiert wurden und diese anschlieRend mit Amitriptylin behandelte wurden kam

es zwar zu einer Abnahme der Tconv Zahlen, aber nicht zu einem Anstieg der Treg-
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Frequenz (Abb. 17). Im Transferexperiment mussen die WT Treg Zellen mit den
endogenen Asm™ Treg Zellen um das vorhandene IL-2 konkurrieren, wobei die Asm’
" Treg in Anzahl und Frequenz liberlegen sind. Die Anzahl Asm™ Treg Zellen war bei
Amitriptylin-Behandlung unverandert, die WT Treg Zellzahl nahm dagegen leicht ab.
Diese Abnahme, ausschlie3lich im Transferexperiment, kdnnte damit zusammen-
hangen, dass die WT Treg nicht ausreichend schitzendes IL-2 zur Verfugung haben
und daher auch anfallig flr die apoptotischen Effekte des Inhibitors sind, wie dies in

vitro der Fall war.

Die Apoptose von Tconv Zellen und dem damit verbundenen Anstieg der Treg-
Frequenz konnte auch auf Veranderungen in der sauren Ceramidase zuruckgefuhrt
werden. Inhibitoren wie Amitriptylin und Desipramin hemmen nicht nur selektiv die

81 da das Prinzip der Inhibitoren auf

Asm sondern auch die saure Ceramidase
Verdrangung von der Membran durch die protonierte Form der Inhibitoren beruht ™.
Die saure Ceramidase wandelt Ceramid zu Sphingosin um, welches pro-
apoptotische Wirkung hat **’. Durch die bivalente Wirkung der Inhibitoren sowohl auf
die Asm als auch auf die saure Ceramidase konnen die Effekte sowohl auf eine
Veranderung des Ceramidgehalts, als auch das entstehende Sphingosin
zurickgehen. Das dennoch der apoptotische Effekt vorwiegend auf die Asm
zuruckzufihren ist, kann aus der Tatsache geschlossen werden, dass Desipramin
keine Apoptose in Asm” Tconv Zellen induzierte, sondern nur in WT Tconv Zellen.
Im Fall einer Wirkung von Desipramin auf die saure Ceramidase musste die

Apoptose in An-und Abwesenheit vom Inhibitor verandert sein, was nicht geben war.

Im Mausmodell sind nach Asm Inhibitorbehandlung die in vitro Ergebnisse auf die in
vivo Versuche Ubertragbar. Bei in vitro Behandlung von humanen Zellen mit

trizyklischen Inhibitoren kommt es ebenfalls zu einer Erhéhung der Treg-Frequenz

%2 Daher kann man vermuten, dass eine therapeutische Behandlung mit ASM

Inhibitoren bei Menschen ebenfalls das Treg Kompartment positiv beeinflussen

rt '3 und durch eine
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wurde. Treg Zellen sind in Patienten mit Depressionen verminde
Behandlung mit Antidepressiva steigen die Treg-Frequenzen wieder an
Allerdings ist noch nicht bewiesen, was Ursache und Wirkung ist. Der Anstieg der

Treg Zellen nach Behandlung kann direkt durch den Wirkstoff und die Asm Blockade
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zustande kommen oder sekundar aus einer Verbesserung der Depression im
Allgemeinen resultieren. Eine Verschiebung des Treg-Tconv Verhaltnisses durch
eine potenzielle Therapie mit trizyklischen Antidepressiva ware bei verschiedenen
Krankheiten, z.B. Autoimmunerkrankungen giinstig. So konnte bereits in Asm™
Mausen gezeigt werden, dass diese weniger stark Hepatitis entwickeln als WT

Mause ',

Vermutlich koénnte nicht nur das Treg zu Tconv Zellen Verhaltnis durch
Amitriptylinbehandlung verandert werden, sondern auch die Suppressivitat von Treg
Zellen. Wie im Ergebnisteil gezeigt, waren Treg Zellen aus Asm” Mausen
suppressiver als WT Treg Zellen. Nachdem auch in anderen Versuchen der
Phanotyp der Asm™ Maus durch eine Amitriptylinbehandlung widergespiegelt werden
konnte, ware zu vermuten, dass die Behandlung mit trizyklischen Inhibitoren auch die

Suppressivitat von Treg Zellen beeinflussen kann.

5.3. Einfluss der Asm auf die anti-virale Immunantwort nach
Maserninfektion
Wie bereits publiziert wurde, beeinflussen Treg Zellen den Verlauf einer

Masernvirusinfektion 2.

Eine Erhoéhung der Treg-Frequenz durch CD28-
Superagonist-Behandlung flhrt zu einer schlechteren Kontrolle der Maserinfektion,
wahrend die Depletion von Treg Zellen den Krankheitsverlauf verbessert ''2. Im
Rahmen dieses etablierten Infektionsmodells wurden auch Asm” Mause untersucht.
Im Vergleich zu WT Mausen zeigten Asm” Méause eine verschlechterte Kontrolle der
Maserninfektion, sichtbar anhand der erhdhten Anzahl infizierter Neuronen (Abb. 21
D und E). Bekanntermallen kann ein Fehlen der Asm die Virusaufnahme und
Replikation beeinflussen ?°>°. In vitro Versuche mit Asm Inhibitoren zeigten allerdings
keine Hinweise, dass Asme-inhibierte Zellen besser Masernviren aufnehmen oder
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replizieren >°. Wie zuvor demonstriert, kann die Asm oder deren Fehlen Immunzellen

und deren Funktion verandern. An Tag 7 ist der Virustiter nach Maserninfektion am
héchsten, sinkt danach ab, kann aber nicht vollstandig eliminiert werden '%°.
Wahrend das Masernvirus bereits nach wenigen Stunden beginnt sich zu replizieren,
braucht das adaptive Immunsystem mehrere Tage fur die Aktivierung und Expansion

von Immunzellen *°. An Tag 7 nach Infektion ist die Immunantwort gegen das Virus
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bereits angelaufen, infizierte Tiere zeigten eine erhohte CD8" T-Zellfrequenz im
Gehirn gegenuber uninfizierten Tieren (Abb. 23 A). Dies ist typisch fur eine
Immunantwort bei Infektion, da die CD8" zytotoxischen T-Zellen diejenigen sind,
welche virusinfizierte Zellen eliminieren. Die absolute Anzahl an CD8" T-Zellen im
Gehirn war in der akuten Phase in infizierten WT und Asm” Mausen vergleichbar
(Abb. 23 B). Dementsprechend gab es keine Unterschiede zwischen den Genotypen
bezlglich der Rekrutierung von CD8" T-Zellen in das Gehirn. Allerdings war die
Anzahl und die Frequenz an Maservirus-spezifischen CD8" T-Zellen in Asm™
Mausen in der akuten Phase verringert (Abb. 25 B und C). Mdglicherweise kommt es
durch die Asm-Defizienz zur Apoptose von MV-spezifischen zytotoxischen T-Zellen.
Die fehlende Eliminierung des Masernvirus durch MV-spezifische zytotoxische T-
Zellen liefert eine modgliche Ursache fur die erhdhte Anzahl infizierter Neuronen in
Asm™ Mausen. Verantwortlich fiir die verringerte Anzahl an MV-spezifischen CD8" T-
Zellen ist moglicherweise die fehlende Migration der spezifischen CD8" T-Zellen ins
Hirn oder wird durch Defekte bei der Zellexpansion verursacht. Nachdem die Anzahl
der MV-spezifischen CD8" T-Zellen auch in den drainierenden, zervikalen
Lymphknoten von Asm™ Méausen verringert war (nicht gezeigte Daten), deutet dies

auf eine verminderte klonale Expansion hin.

Eine weiteres Argument fur die mangelhafte Virusbeseitigung durch Immunzellen in
Asm™ Mausen kénnten Defekte in der Differenzierung zu Effektor-T-Zellen sein. Flr
eine erfolgreiche Aktivierung und Differenzierung von T-Zellen missen naive T-
Zellen Antigenkontakt gehabt haben. Diese Antigenprasentation kénnte in Asm™
Mausen defekt sein (noch nicht untersucht in der Literatur). Die Differenzierung zu
Effektor-T-Zellen scheint aber grundsatzlich zu funktionieren. In vitro wurden
Versuche zur Th1 Differenzierung unter Amitripytlinbehandlung durchgefiuhrt, bei
denen es in Gegenwart von Amitriptylin erfolgreich zu einer Th1 Differenzierung kam
(nicht gezeigte Daten). In dieser Arbeit wurde nicht untersucht wurde, ob die Effektor-
T-Zellen/Zytotoxischen CD8" T-Zellen funktionell waren und Granzym B ausschitten
187 " Allerdings zeigt eine unpublizierte Arbeit, dass Amitriptylin die Proliferation von
CD8" T-Zellen sowie die Differenzierung von CD8" T-Zellen zu zytotoxischen T-
Zellen inhibierte 8. Hohe Konzentrationen von Amitriptylin reduzierten auerdem die

Sekretion von Granzym B. Keinen Einfluss hatte Amitriptylin auf die Aktivierung der
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CD8" T-Zellen, sowie auf die zytotoxische Kapazitat. Letzteres steht allerdings im
Widerspruch zur Literatur steht (Herz et al). Die Inhibitoren der sauren Ceramidase
(Ceranib-2) und der Sphingosinkinase 1/2 (SKI-Il) flhrten sowohl zu einer
verschlechterten Differenzierung zu Effektorzellen, einer verringerten Granzym B

Sekretion als auch zu einer verringerten zytotoxischen Kapazitat 2.

Die Analyse von Immunzellen an Tag 28 nach Maserninfektion ergab eine generell
erhohte Infiltration von T-Zellen ins Gehirn von Asm*” und Asm™ Mausen. Die Anzahl
von CD8", CD4", Treg und Tconv Zellen war gegenlber dem WT signifikant erhoht
(Abb. 23C, D und Abb. 24 D, E, F, sowie nicht gezeigte Daten). Verantwortlich fur die
erhohte Infiltration konnte moglicherweise die noch vorliegende, starkere MV
Infektion in Asm” Méausen sein. Allerdings allein das Vorliegen einer starken MV
Infektion ist nicht hinreichend fur eine erhdhte Immunzellinfiltration, da es an Tag 7
keine Unterschiede bei den Gesamt-CD8" T-Zellen gab (Abb. 23A).

A, B) und sogar weniger MV-spezifische CD8" T-Zellen in Asm™ Méausen (Abb. 25)
vorhanden waren, die wie gezeigt, mehr Infektion aufwiesen (Abb. 21 D). Trotz
erhohtem Vorliegen von CD8" T-Zellen im Gehirn wahrend der persistenten Phase
(Abb. 23 C und D) kam es in Asm™ Mausen nicht im gleichen Mal} zur Beseitigung
der Virusinfektion wie in WT Mausen. Ein Grund hierfur ist, dass zwar die
Gesamtanzahl der CD8" T-Zellen in Asm”™ Mausen gegeniiber WT Mausen zunahm
(Abb. 23 C und D), aber die Anzahl der Masernvirus-spezifischen T-Zellen nicht im
gleichen Mal} anstieg (Abb. 25). Verantwortlich hierfur konnte eine defekte klonale
Expansion sein. Denkbar ist es auch, dass die erhéhte Anzahl von CD8" T-Zellen im
gleichen MalRe durch die ebenfalls erhdhte Anzahl an Treg Zellen kontrolliert und
diese in ihrer Funktion inhibiert werden. In der persistenten Phase zeigte sich auch,
dass die Immunzellen nicht mehr proliferativ waren wie in der akuten Phase, sondern

einen eher ruhenden Phanotyp hatten (Abb. 26).

Wie zuvor gezeigt, fuhrte eine Behandlung mit Amitriptylin zu einer Verschiebung des
Gleichgewichts zwischen Treg und Tconv Zellen (Abb. 12, Abb. 16, Abb. 18)
aufgrund der selektiven Apoptose von WT Tconv Zellen durch Amitriptylin. Auch
wenn man wahrend der Infektion keine selektive Erhéhung der Treg-Frequenz in

Asm™ Mausen sehen kann (Abb. 24 C und F), kénnte die Abwesenheit der Asm auch
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wahrend der Infektion zu einem selektiven Absterben von Effektor-T-Zellen flhren.
Mittels Recall-Assay sollte Uberprift werden, ob es Masernvirusspezifische CD4"
Effektor-T-Zellen an Tag 7 nach Infektion in der Peripherie gibt. Dazu wurden CD4"
T-Zellen beziehungsweise nur Tconv Zellen mit Masernantigen stimuliert und die
Proliferation, sowie die Zytokinproduktion, analysiert (nicht gezeigte Daten).
Masernantigenstimulierte Zellen zeigten keine Proliferation und Zytokinausschuittung.
Das kann zum einen darauf beruhen, dass es keine Masernspezifischen Zellen gab,
was eher unwahrscheinlich ist, oder dass die antigenspezifische Stimulation an sich
nicht funktioniert hat. Denkbar waren Probleme bei der Antigenaufreinigung. Die
Zellen waren intakt, da die CD3 Kontrollstimulation eine Proliferation induzierte.
Interesssant ware es gewesen, zu untersuchen, ob die Anwesenheit von Treg Zellen
im Gesamt-CD4 T-Zellansatz einen Unterschied gemacht hatte. Wenn
beispielsweise die starker suppressiven Treg Zellen bereits in der Peripherie die
Differenzierung und/oder Expansion von MV-spezifischen Effektor-T-Zellen unter-
bindet und diese weniger ins Gehirn migrieren, ware das eine Erklarung fur die
verringerte Anzahl an Masernvirus-spezifischen CD8" T-Zellen wéahrend der
Akutphase nach Infektion. Alternativ kdnnte ein selektives Absterben von Effektor-T-
Zellen in Asm™ Mausen fir die verringerte Anzahl an Masernvirusspezifischer T-
Zellen verantwortlich sein. Ein Hinweis darauf gibt es bin der Literatur, als der
Zusammenhang von Asm und Glukokortikoid-induziertem Zelltod untersucht wurde.
In  Abwesenheit der Asm sind Gedéachtnis-CD4"-T-Zellen nicht mehr vor
Glukokortikoid-induziertem Zelltod geschiitzt und sterben ab *’. Verantwortlich hierfiir
ist, dass die Antigen-spezifischen Asm-defizienten Gedachtniszellen nur noch
geringe Mengen an IL-2 sekretieren, welches vor dem Glukokortikoid-induziertem

Zelltod schiitzt *’.

Eine weitere mogliche Interpretation fir die unterschiedlich starke Infektion zwischen
WT und Asm”™ Mausen ist, dass die zytotoxischen CD8" T-Zellen nicht funktionell
sein konnten. In einem LCMV Infektionsmodell wurde beschrieben, dass Asm™
Mé&use Defekte in der IFNy und Granzymsekretion durch CD8* T-Zellen aufweisen .
In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch die sekretorische Kapazitat nicht untersucht.

Dennoch kann man vermuten, dass nicht nur die Anzahl der Masernvirus-
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spezifischen CD8" T-Zellen verringert ist (akute Phase), sondern sie auch weniger

funktionell sind und dadurch eine erfolgreiche Viruseliminierung nicht maglich ist.

Nach der Analyse der infizierten WT und Asm” Mausen wurde untersucht, ob sich
der Krankheitsverlauf in Asm™ Tieren durch Amitriptylinbehandlung in WT Mausen
imitieren Iasst. In zwei unabhangigen Versuchen, sowohl nach ein beziehungsweise
zwei Wochen Behandlung, zeigte sich in WT Mausen, dass es tendenziell mehr
infizierte Neuronen im Hirn von Amitriptylin-behandelten Mausen gab als in
Kochsalzlésung-behandelten Kontrolltieren. Allerdings kam es in keiner der
Versuchsreihen zu einer Abnahme von Masernvirus-spezifischen CD8" T-Zellen

durch die Amitriptylinbehandlung.

Als nachstes wurde noch untersucht, ob es einen direkten Zusammenhang zwischen
dem Vorliegen von Treg Zellen und der verstarkten Masernvirusinfektion in Asm™
Mausen und Amitriptylin-behandelten Mausen gibt. Dafur wurden Treg Zellen in
Foxp3-DTR Mausen durch Diphtherietoxingabe in der persistenten Phase ab Tag 14
nach Infektion erfolgreich depletiert. In Anwesenheit von Treg Zellen kam es durch
Amitriptylinbehandlung zu einer erhdhten Infektionsrate. In Abwesenheit von Treg
Zellen in DT-behandelten Foxp3-DTR Mausen gab es keinen Unterschied
hinsichtlich der Infektionsrate unter Amitriptylinbehandlung (Abb. 28 C). Dies deutet
daraufhin, dass Treg Zellen vorhanden sein mussen und dass mdglicherweise
Amitriptylin auf die Treg Zellen wirkt, welche dann den Verlauf der Virusinfektion
beeinflussen.

Beispielsweise ware es denkbar, dass die Amitriptylinbehandlung und die damit
verbundene Hemmung der Asm zu einer verstarkten Suppressionsfahigkeit der Treg
Zellen fuhrt. Diese koénnten dann die Effektor-T-Zellen, wie die Masernvirus-
spezifischen CD8" T-Zellen, starker inhibieren. Die Granzym B Sekretion oder die
IFNy Ausschittung konnte beispielsweise durch die Amitriptylinbehandlung
unterdruckt sein. Eine genaue Begrindung fur den Anstieg der infizierten Neuronen
unter Amitriptylinbehandlung in Anwesenheit von Treg Zellen konnten wir bisher nicht

finden.
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In Abwesenheit von Treg Zellen in Foxp3-DTR Mausen zeigten Kontroll-behandelte
Mause mehr MV-spezifische CD8" T-Zellen als Kontroll-behandelte WT M&use (Abb.
28 F). Der Unterschied war jedoch nur gering und knapp statistisch signifikant,
sodass in Frage steht, ob der Unterschied hinsichtlich der MV-spezifischen CD8 T-
Zellen auch einen biologischen Unterschied macht. Eigentlich ware zu erwarten
gewesen, dass in Abwesenheit der Treg Zellen die Viruselimination verbessert ist, da
dann die Treg Zellen nicht die Effektor-T-Zellen supprimieren kdnnen. Zuvor konnte
dies auch in der Literatur gezeigt werden. Nach Depletion der Treg Zellen in einem
DEREG Modell, wiesen diese Mause weniger infizierte Neuronen auf '*%. In diesem
Modell war auch die Frequenz und Anzahl der Masernvirusspezifischen CD8" T-
Zellen erhdht nach Depletion der Treg Zellen. Bei beiden Mauslinien kdnnen mittels
Diphtherie Toxin die Treg Zellen depletiert werden, allerdings gibt es Unterschiede
zwischen den Linien. Im DEREG Modell wurden die Treg bereits ab Tag 17
depletiert, im Foxp3-DTR Modell erst ab Tag 21, um eine lymphoproliferative
Erkrankung zu vermeiden, welche Foxp3-DTR Mause 10 Tage nach Depletion

135 Die beiden Modelle variieren auch durch die unterschiedliche

entwickeln
Generierung der Linien. DEREG Mause wurden durch transgene Expression eines
sogenannten BAC Konstrukt (bacterial artificial chromosome) generiert . Foxp3-
DTR Mause wurden durch Einflgen eines Vektors stromabwarts des Foxp3 Stopp
Codons generiert, welcher eine internal ribosome entry site (IRES), sowie
Diphtherietoxin-Rezeptor und GFP Sequenz enthalt "*°. Der wichtigste Unterschied
ist, das adulte Foxp3-DTR Mause bei langfristiger Abwesenheit der Treg Zellen
Autoimmunerkrankungen entwickeln, DEREG Mause dagegen nicht '°. Des
Weiteren unterscheiden sich beide Mauslinien durch den Hintergrund, DEREG
Mause sind C57BL/6.N Mause, die Foxp3-DTR Mause sind C57BL/6.J Mause. Ein
direkter Vergleich beider Linien in An-und Abwesenheit von Treg Zellen wahrend der
Masernvirusinfektion ware daher interessant und wirde madglicherweise Hinweise

liefern, wie Masernviren erfolgreich eliminiert werden kdnnen.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die saure
Sphingomyelinase eine wichtige Funktion in T-Zellen erfullt. Die Abwesenheit der
Asm moduliert sowohl die Zusammensetzung des Immunzellkompartiments als

Ganzes, indem das relative Verhaltnis von Treg zu Tconv Zellen verandert wurde,
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aber auch Treg Zellen auf Einzelzellebene, indem sowohl die Suppressivitat als auch
die CTLA-4 Umsatzrate beeinflusst wurde. Die Asm beeintrachtigte auch Treg-
abhangig die Eliminierung von Masernviren. Allerdings mussen die genauen
Mechanismen fiir die verringerte Anzahl von Masernvirus-spezifischen CD8" T-Zellen
und deren Funktion noch tiefergehend untersucht werden. Inwiefern die
Verschiebung des Treg zu Tconv Verhaltnisses durch Amitriptylinbehandlung
therapeutisch zur Behandlung von Erkrankungen im Menschen genutzt werden kann,
muss noch weiter evaluiert werden. Ein weitergehender Schritt in diese Richtung
waren Studien mit Depressionspatienten, deren Blut vor und nach Behandlung mit

trizyklischen Inhibitoren auf Treg Zellen hin untersucht werden.
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