Masern Virus Interferenz mit T-Zell-Aktivierung:
EinfluR auf Zytoskelettdynamik, Mobilitat und

Interaktion mit Dendritischen Zellen

Dissertation zur Erlangung des
naturwissenschatftlichen Doktorgrades
der Bayerischen Julius-Maximilians-Universitat Wtrzburg

vorgelegt von
Nora Mduller
aus Altenburg

Wirzburg 2006



Eingereichtam: ...
bei der Fakultat fir Chemie und Pharmazie

1. GUtaCchter: ..o
2.GuUtachter: ...

der Dissertation

L. Prifer: oo
2. Prifer: oo,
3. Prifer: oo,

des Offentlichen Promotionskolloquiums

Tag des Offentlichen Promotionskolloquiums: ...................c.......

Doktorurkunde ausgeh&ndigt am: ..........ccoooiiiiiii i



Inhaltsverzeichnis

1. Einleitung

1.1. Das Masernvirus
1.1.1. Allgemeines

1.1.2. Klinik

1.1.3. Pathogenese

1.1.4. Taxonomie

1.1.5. Virusstruktur

1.1.6. Rezeptoren fiir Masernvirus

1.2. Die Masernvirus-induzierte Immunsuppression

1.3. Bedeutung von molekulare Motoren in der Dynamik von T-Zell-
Aktivierung

1.3.1. T-Zell-Aktivierung

1.3.2. F-Aktin: der Hauptbestandteil des zelluldren Zytoskeletts

1.3.3. Die immunologische Synapse

1.3.4. Membran-Zytoskelett-Interaktionen

1.3.5. T-Zell-Migration

2. Fragestellung

3. Material

3.1. Gerite

3.2. Verbrauchsmaterial

3.3. Zelllinien

3.4. Primdre humane Zellen

3.5. Virusstimme

3.6. Medien und Losungen

3.7. Western Blot

3.8. Bestimmung der Proteinkonzentration
3.9. Immunfluoreszenzfiarbungen

3.10. Antikorper

3.11. Beschichtung von Objekttragern und Platten
3.12. «kits»

3.13. Fusionsinhibitor (FIP)

3.14. Verschiedenes

\l

— O O 0 J 3

—_—

14
17

17
19
20
22
25

28

29

29
29
30
30
30
31
33
35
35
36
38
38
38
38



4. Methoden

4.1. Zellbiologische Methoden

4.1.1. Kultur von Vero-Zellen

4.1.2. Kultur von BJAB-Zellen

4.1.3. Kultur von B95a-Zellen

4.1.4. Kultur von U251-Zellen

4.1.5. Reinigung von primédren humanen Lymphozyten mittels Leukapherese
4.1.6. Kultur priméirer humaner T-Zellen

4.2. Virologische Methoden

4.2.1. Zucht des MV Vakzinestammes ED

4.2.2. Zucht des MV Wildtypstammes WTF

4.2.3. Reinigung von MV WTF durch Ultrazentrifugation
4.2.4. Bestimmung des Virustiters TCIDs

4.3. Experimentelle Methoden

4.3.1. Western Blot

4.3.2. Virusbindung an T-Zellen

4.3.3. CD3/CD28 Costimulation Virus-behandelter T-Zellen

4.3.4. Analyse von phosphorylierten Proteinen

4.3.5. Pull down Assay zur Bestimmung der Aktivitdt von Rho GTPasen
4.3.6. Immunfluoreszenzfarbung

4.3.7. T-Zell-Polarisierung

4.3.8. T-Zell-Adhérenzassay

4.3.9. Generierung von dendritischen Zellen (MoDC) aus primédren
Monozyten — Analyse der DC/T-Zell-Konjugatbildung

4.3.10. Transfektion von primdren T-Zellen

4.3.11. Live cell imaging

4.3.12. Konfokale Mikroskopie

4.3.13. Rasterelektronenmikroskopie

5. Ergebnisse

5.1. T-Zell-Stimulation durch CD3/CD28 Ligation

5.2. WTF-Bindung an T-Zellen verhindert Transport von Vav an die
Plasmamembran

5.3. Aktivierungscluster und Lokalisation der GTPasen Cdc42 und Racl

ist in CD3/CD28 stimulierten T-Zellen nach WTF-Bindung veridndert

5.4. MV-Binding an T-Zellen interferiert mit CD3/CD28 stimulierter
Aktivierung von F-Aktin und Membranexpansion

5.5. WTF beeinfluflt T-Zell-Polarisierung und Adhirenz auf Fibronektin
5.6. Effekt MV-infizierter Zellen auf die Morphologie und Geschwindigkeit
von T-Zellen (live cell imaging)

5.7. WTF reduziert drastisch die Ausbildung Mikrovilli-dhnlicher Strukturen
5.7.1. WTF beeinflult die Phosphorylierung von Membranlinkerproteinen
5.7.2. WTF-Bindung an T-Zellen reduziert drastisch die Formation
Mikrovilli-dhnlicher Strukturen

40

40
40
40
40
40
41
43

44
44
45
45
47

48
48
50
51
51
52
54
54
55
56

57
57

58
58

59

59
63

64
70

72
76

78
79
80



5.7.3. Rasterelektronenmikroskopische Analyse WTF-behandelter T-Zellen
5.8. WTF-Bindung an T-Zellen fiihrt zur Aktivierung von F-Aktin in
nicht-stimulierten Zellen

5.9. WTF-Bindung induziert die Aktivierung von Cofilin

5.10. WTF stort die Ausbildung einer reifen immunologischen Synapse
5.11. Analyse der DC/T-Zell-Konjugatbildung WTF-infizierter MoDCs

6. Diskussion

7. Zusammenfassung

7.1. Summary

8. Abkurzungsverzeichnis
9. Literatur

10. Veroffentlichungen
11. Danksagung

12. Lebenslauf

82
84

85
87
94

97

108

109

110

115

129

131

132



1. Einleitung

1.1. Das Masernvirus

1.1.1. Allgemeines

Die akuten Masern sind eine weltweit verbreitete schwere Infektionskrankheit. Die erste
Beschreibung der Masernerkrankung ist etwa 1000 Jahre alt (1). 1906 beschrieb Pirquet die
immunsuppressive Wirkung des Masernvirus (MV). Er stellte fest, dass im Verlauf einer
Erkrankung eine vorher positive Tuberkulinreaktion negativ wird. Das Masernvirus ist damit
das erste Virus, fiir das eine immunsuppressive Wirkung beschrieben wurde. 1911 wurde der
Masernerreger auf Affen {ibertragen und 1954 erstmals aus Zellkulturen isoliert. Die durch
das Masernvirus ausgeldsten akuten Masern sind in den Entwicklungsldndern, vor allem in
Afrika, eine gefdhrliche Erkrankung bei Kindern in den ersten Lebensjahren. Hier gehoren sie
zu den zehn hdufigsten Infektionskrankheiten und der Anteil todlicher Verlaufe ist besonders
hoch (2). Trotz Vorhandensein einer Lebendvakzine erkranken jahrlich mehr als 30 Millionen
Menschen an Masern, wobei iiber eine halbe Million der Félle tddlich endet (3). Der grofite
Teil der Mortalitdt ist auf die durch Masernvirus induzierte ausgeprigte Immunsuppression
zuriickzufiihren, die virale, bakterielle und parasitire Sekundirinfektionen beglinstigt. In
Deutschland treten noch ca. 1.200 MV-Infektionen pro Jahr auf (2, 4). Etwa eine in 10.000—
20.000 Masernvirusinfektionen verlduft in Deutschland todlich (2).

1.1.2. Klinik

Die Masern sind eine schwere, hochfieberhafte Erkrankung. Nach einer Inkubationszeit von
neun bis zwolf Tagen treten Fieber, Appetitlosigkeit, Abgeschlagenheit und ausgeprigte
katarrhalische Symptome wie trockener Husten, Schnupfen, Konjuktivitis sowie Photophobie
und TrénenfluB auf. Etwa drei Tage spiter kommt es zu Auftreten pathognomischer
Veranderung der Mundschleimhaut, welche als sogenannte Kopliksche Flecken bezeichnet

werden (5). Es handelt sich dabei um kleine, kalkspritzerdhnliche, fest anhaftende



Stippchen, die von gerdteten Hof umgeben sind. Einen Tag spéter verstirken sich die
allgemeinen und die katarrhalischen Erscheinungen und es kommt zum Auftreten eines
makulopapuldosen Exanthems, verursacht durch die Zerstorung MV-infizierter Epithelzellen
durch T-Zellen. Das Exanthem tritt zuerst im Gesicht und hinter den Ohren auf. Innerhalb der
nichsten drei Tage breitet es sich langsam iiber den ganzen Korper aus. Die symptomatische
Phase der Masernerkrankungen dauert etwa 10 Tage. Ein Erkrankungsverlauf ohne dieses
Exanthem wird als ,,atypische” Masern oder ,,weie* Masern bezeichnet. Als Komplikationen
treten Otitis media, Pneumonie, Diarrhoe und Enzephalitis auf (5). Des weiteren kann die MV
Infektion auch schwere neurologische Komplikationen verursachen. Dazu gehort die akute
postinfektiose Encephalitis, welche sich 2-4 Wochen nach Auftreten des Ausschlages
entwickelt, oder spdte und letal verlaufende Komplikationen, wie die nur bei
immunsupprimierten Patienten auftretende EinschluBkdrperchen-Encephalitis (MIBE:
measles inclusion body encephalitis), die sich einige Monate nach der akuten Phase anschlief3t
und die Subakute Sklerosierende Panencephalitis (SSPE), welche einige Jahre nach der
Masernerkrankung auftritt und durch eine persistierende MV-Infektion hervorgerufen wird (7,

8).

1.1.3. Pathogenese

Die Ubertragung des Masernvirus erfolgt durch Tropfcheninfektion von Mund-, Nasen- und
Rachenschleimhaut sowie der Augenbindehaut oder durch direkten Kontakt (9). Die
Erkrankung erfolgt meist im Kindes- und frithen Jugendalter. Das Virus infiziert vermutlich
zuerst die Epithelzellen des Respirationstraktes und des Oropharynx. Die initiale MV-
Infektion beginnt im respiratorischen Trakt, das Virus repliziert in trachealen und bronchialen
Epithelzellen und breitet sich zu den drainierenden Lymphknoten aus (7). Die Schiadigung des
bronchialen Flimmerepithels fordert die Superinfektion mit bakteriellen Erregern, so dass eine
Lungenentziindung entstehen kann. Das Virus repliziert fiir 2-4 Tage lokal in der Mukosa und
den drainierenden Lymphknoten und breitet sich dann, an Lymphozyten gebunden, iiber den
Blutstrom aus. Von den lokalen Lymphknoten geht die erste Virdmie aus. Infolge der MV-
Infektion bilden sich charakteristische retikuloendotheliale Riesenzellen (Warthin-Finkeldy-
Zellen) (10), von denen sich vermutlich die Virusinfektion hauptsiachlich in andere Gewebe

ausbreitet. Die zunehmende Anzahl von



Riesenzellen in lymphatischen Gewebe zeigen, dass lymphoide Organe und Gewebe (z.B.
Thymus, Milz, Lymphknoten, Appendix, Tonsillen) wichtige Orte der Virusreplikation sind
(7,10). In der Milz sind Makrophagen-reiche Regionen die Hauptorte der Virusreplikation
(7,11). Im Thymus sind epitheliale Zellen infiziert, welche zur Apoptose der Thymozyten
fiihrt (7). Das Virus verbreitet sich in einer zweiten Virdmie von den priméren Infektionsorten
zu vielen weiteren Organen (z.B. Haut, Niere, Lunge Gastrointestinaltrakt, Leber u.a., 7) aus.
In diesen verschiedenen Geweben repliziert das Virus primédr in Endothelzellen, epithelialen

Zellen und/oder Makrophagen und Monozyten (7,12-14).

1.1.4. Taxonomie

Die Familie der Paramyxoviren wird in zwei Unterfamilien eingeteilt, die Paramyxovirinae
und die Pneumovirinea (7) und beinhalten einige der wichtigsten Krankheitserreger bei
Mensch und Tier (Tab. 1.1.). Paramyxoviren und Rubulaviren besitzen ein Himagglutinin
und eine Neuramidase. Rubulaviren codieren auflerdem fiir ein kleines hydrophobes Protein
(SH), das mit der Hiillmembran verbunden ist. Morbilliviren, zu denen das Masernvirus
gehort, besitzen ein Hamagglutinin ohne Neuramidaseaktivitidt. Die Vertreter der zweiten
Familie, die Pneumoviren, besitzen keine Neuramidase und verfligen anstelle des Him-

aglutinin iiber ein G-Protein, das allerdings keine himagglutinierende Aktivitit zeigt.

Tab. 1.1.: Charakteristische Vertreter der Paramyxoviren

Unterfamilie Genus Mensch Tier
Paramyxovirinae | Paramyxovirus | Parainfluenzavirus Sendai Virus
Typl1+3
Rubulavirus Mumpsvirus Newcastle-Disease-Virus (Gefliigel)

Parainfuenza Typ 2+4 Vogelparamyxoviren Typen 2-9

Morbillivirus Masernvirus Hundestaupevirus
Rinderpestvirus
Pneumovirinae Pneumovirus Respiratorisches Respiratorisches Syncyticalvirus

Syncyticalvirus (RSV) des Rindes

Verédndert nach: Modrow & Falke, Molekulare Virologie, 1998 (1)
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1.1.5. Virusstruktur

Das infektiose MV Partikel hat einen Durchmesser von ca. 150 — 200 nm. Das virale Genom
besteht aus einstrangiger, unsegmentierter RNA von negativer Polaritidt. Der Ribonucleo-
proteinkomplex wird aus dem viralem Genom, dem Nucleocapsid-Protein (N), dem Phospho-
Protein (P) und dem Large-Protein (L) gebildet. Das hochbasische C-Protein und das V-
Protein, welches innerhalb des P-Gen kodiert werden, sind fiir die virale Replikation in vitro
nicht erforderlich (15). Wahrscheinlich sind sie in vivo von pathogenetischer Bedeutung (15-
18). Das N-Protein, die Hauptproteinkomponente des Nucleocapsids, dient zur Verpackung
der viralen RNA und schiitzt diese vor dem Angriff zellulirer Ribonukleasen und bildet

zusammen mit P und L den Replikationskomplex (Schema 1.1.).

einzelstrangiges
RNA-Genom

L-Protein W
P-Protein A
N/NP-Protein @

Nucleocapsid

Hillmembran

M-Protein
(Matrixprotein)

HN-Protein

(Hamagglutinin-Neuraminidase)
F2-Protein
F-Protein (Fusion)

Schema 1.1.: Schematischer Aufbau eines Maserviruspartikels. Verindert nach: Modrow & Falke,
Molekulare Virologie, 1998 (1)

Das L-Protein (~200 kDa) ist mit dem P-Protein assoziiert und besitzt die enzymatische
Aktivitdt einer RNA-abhingigen RNA-Polymerase. Der Ribonucleoproteinkomplex ist von

einer Hiillmembran umgeben, welche der Wirtszellmembran entstammt. Das Matrixprotein
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(M) verbindet das Nucleocapsid mit der Hiillmembran. In die Membran sind zwei
Oberflachenproteine integriert: das Fusionsprotein (F) und das Hémagglutinin (H). Diese
Proteine liegen als H-Tetramere und F-Trimere auf der Oberfliche infizierter Zellen und
Viruspartikel vor. Das M-Protein interagiert mit den zytoplasmatischen Doméinen der
Glykoproteine und kann die Fusionsaktivitdt regulieren (19). Das H-Protein ist ein Typ II-
Transmembranprotein, welches die Bindung des Virus an den Rezeptor vermittelt und die
Membranfusion unterstiitzt (20). Das F-Protein vermittelt die Fusion der Virusmembran mit
der Wirtszellmembran. Es ist ein Typ I-Glykoprotein und wird als Vorlduferprotein (Fo)
synthetisiert und im TransGolgi-Apparat proteolytisch in die FI1- und F2-Untereinheiten
gespalten (21). Die beiden Untereinheiten sind iiber eine Disulfidbriicke verbunden. Die
proteolytische Spaltung induziert eine Konformationsdnderung, wodurch die stark
hydrophobe Fusionsdomdne am N-Terminus des F1-Proteins freigesetzt wird, welche im
Verlauf von Infektions- und Absorptionsprozessen die Fusion der viralen mit der zelluldren
Membran vermittelt (22-24). Eine zweite konformationelle Anderung wird durch Rezeptor-
erkennung und Interaktion mit dem H-Protein induziert (20). Die Bedeutung der
Fusionsdoméne wird dadurch unterstiitzt, dass Peptide, die mit der Insertion der Doméne

interferieren, die virale Membranfusion verhindern (25).

1.1.6. Rezeptoren fiir Masernvirus

Der erste identifizierte MV Rezeptor war das membranstindige Cofaktorprotein CD46
(MCP), welches ubiquitdr auf allen menschlichen kernhaltigen Zellen exprimiert wird (26-
28). CD46 gehort zur Familie von Komplementregulatoren und ist ein Typ I Transmembran-
glykoprotein. Das Protein besteht aus vier extrazelluldren Consensus-Domidnen (SCR), einer
stark glykosylierten Serin-Threonin-Prolin reichen Doméne (STP), einer Transmembran-
domédne und einer von zwei durch alternatives Splicing generierten zytoplasmatischen
Domine Cytl (16 Aminosduren) und Cyt2 (23 Aminosduren) (Schema 1.2.). Obwohl in
Geweben beide Splicevarianten exprimiert werden, wird z.B. im Hirn und Niere Cyt2
gewebespezifisch exprimiert (29-32). Auch humane Zelllinien (z.B. die Jurkat-T-Zelllinie)
konnen entweder die eine oder andere zytoplasmatische Doméne exprimieren (33). Die
biologische Rolle der unterschiedlich exprimierten Splice-Varianten der zytoplasmatischen

Dominen von CD46 ist noch unklar. CD46 schiitzt alle kernhaltigen Zellen vor Komplement-
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lyse, indem es als Cofaktor fiir den Komplementfaktor I wirkt, welcher C3b und C4b in die
inaktive Form spaltet (34). Vor wenigen Jahren wurde CD46 auch als ein costimulatorisches
Molekiil in humanen T-Zellen identifiziert (35). CD46 kann intrazelluldre Signale trans-
duzieren, die zur Freisetzung von intrazelluldrem Calcium und zur Tyrosin-Phospho-rylierung
zweier, in die T-Zell-Aktivierung involvierter Adapterproteine (CBL und LAT) fiihrt (35-38).
Die Bindung von MV H-Protein an die zwei distalen extrazelluliren SCR-Doménen 1 und 2
wird von wenigen Aminosduren im H-Protein determiniert (39,40). Dagegen bindet der
Ligand des CD46 (C3b/C4b Komplementkomponente) an die beiden membranproximalen
Dominen SCR 3 und 4 (29,41). Nach dem Kontakt mit dem H-Protein wird das CD46
Molekiil von der Oberfliche infizierter Zellen herunterreguliert (42,43), was zu einer

verstirkten Sensitivitit gegeniiber Komplement-vermittelter Zelllyse fiihrt (44).

CD46 CD150

SCR=
Doméne
Ig-ahnliche
Doméne
STP-
Domiéne

-8 O-Glykosylierung
-9 N-Glykosylierung
- Te¥xzVIVA

Schema 1.2.: Schematische Struktur der MV Rezeptoren CD46 und CD150.
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Spiter wurde das humane costimulatorische Protein CD150 (SLAM: signalling lymphocyte
activation molecule) als Rezeptor identifiziert (45,46). Auch dieses Molekiil wird infolge des
MV-Kontaktes herunterreguliert (47,48). CD150 ist ein Transmembranglykoprotein Typ I,
welches auf aktivierten T- und B-Zellen, Gedichtniszellen, aktivierten Monozyten und
dendritischen Zellen exprimiert wird (10,28,49-52). Der Rezeptor besteht aus zwei Immun-
globulin-dhnlichen extrazelluliren Doménen (Schema 1.2.), einer Transmembrandoméne und
einer zytoplasmatischen Region mit Tyrosin-Motiven. Studien haben gezeigt, das SLAM-
Rezeptoren intrazelluldre Protein-Tyrosin-Phosphorylierung tliber die Adaptorproteine SAP
und/oder EAT-2 vermittelt und die Produktion des IFNy von aktivierten T-Zellen modulieren
kann (53,54). In der zytoplasmatischen Region des SLAM Rezeptors (Schema 1.2.) ist mit
dem TIYxxV/I-Motif eine typische SAP-bindende Sequenz lokalisiert. Das SH2-Doméne-
enthaltende Protein SAP ist essentiell fiir die Vermittlung von Protein-Tyrosin-Phosphory-
lierungssignalen (55-57) und, wie Studien vermuten lassen, rekrutiert und aktiviert SAP die
Protein-Tyrosin-Kinase FynT (53,56). Aufgrund der Eigenschaft des SLAM Molekiils
intrazelluldre Protein-Tyrosin-Phosphorylierungen zu vermitteln, konnte die durch Virus-
bindung induzierte Aktivierung und nachfolgende Herunterregulation des Rezeptors die
Immunantwort in vivo beeinflussen (58,59). Sowohl Wildtypstimme als auch Vakzinestimme
benutzten CD150 als Eintrittsrezeptor. CD46 wird vorwiegend von MV Vakzinestimmen
genutzt, was vermutlich auf die langen Zellkulturpassagen dieser Viren in Vero-Zellen
zurlickzufiihren ist (40,60). MV Wildtypstimme interagieren nicht oder wenig effizient mit
CD46 (61). Des weiteren deutet der Tropismus von Wildtyp MV fiir Zellen, die kein SLAM
exprimieren, wie epitheliale, endotheliale und neuronale Zelle (Neuronen, Oligodendrozyten
und Astrozyten), auf einen zusitzlichen Rezeptor hin (28, 62-65). Es wurde gezeigt, dass
humane endotheliale CD46 positive Zelllinien, die kein SLAM exprimieren mit MV Wildtyp-
stimmen, die keine Affinitdt zu CD46 besitzen (WTFb, Wii4797, Wii5679) infiziert werden
konnen, und die Virusaufnahme nicht durch Blockade des CD46 Molekiils mit Antikdrpern
inhibiert werden konnte (47,66). Die These wird weiterhin durch Experimente unterstiitzt, die
zeigten, dass ein rekombinantes eGFP-exprimierender MV Wildtypstamm unabhéngig von

der CD46 Expression SLAM negative Endothelzellen infizieren kann (67).
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1.2. Masernvirus-induzierte Immunsuppression

Die ausgeprigte Immunsuppression wéahrend der MV-Infektion erhoht die Empfanglichkeit
von Kindern fiir opportunistische Infektionen. Die Erkrankung ist verbunden mit einer
transienten Lymphopenie und in einer Reduktion in der Anzahl von CD4+ und CD8+ T-
Lymphozyten (7,14,68,69). Es sind verschiedene Abnormalititen des Immunsystems be-
schrieben worden: Anderung in der Lymphozytenanzahl und -funktion, Verschiebung der
Zytokinsekretion (IL-4, IL-10 und IL-12), immunmodulatorische Effekte von IL-10,
unzureichende Antigenprisentation und verdnderte Signalwege von Interferon o/f (70,71).

In vitro Untersuchungen zeigen, dass die MV Infektion die Lebensfdhigkeit, Reifung und
Funktion professioneller Antigen-prisentierender Zellen verdndert, was vermuten 1dft, dass
die Interferenz von MV mit DCs einen wichtigen Mechanismus der Immunsuppression
darstellt. Humane DC (periphere DC aus dem Blut und generiert aus CD34+-Vorlduferzellen
oder aus Monozyten) und Langerhans-Zellen der Haut sind in Zellkultur permissiv fiir MV
(10,72-77). MV verandert in vitro die Antigenprisentation, indem infizierte DCs die Fahigkeit
naive CD4+ T-Zellen zu stimulieren verlieren und wihrend der Cokultivierung mit T-Zellen
apoptotisch werden (78). Desweiteren zeigen MV-infizierte Monozyten und DC eine
verminderte IL-12 Produktion, einem Zytokin, das fiir die Induktion von T-Helferzellen Typ 1
(Th1) notwendig ist (79). Die Infektion von unreifen dendritischen Zellen mit MV verursacht,
eine phénotypische Reifung der Zellen, die durch die Expression von MHCI und -II-
Molekiilen, CD40, CD80, CD86 und CD83 angezeigt wird (72,75,80).

Ein weiterer Mechanismus der MV-induzierte Immunsuppression konnte aus der
Verschiebung der Zytokinantworten von einer Thl Immunantwort in der akuten Phase der
Erkrankung hin zu einer Th2 Antwort wihrend der Rekonvaleszenz sein (69,81). MV-
infizierte Patienten zeigen einen erhdhten IL-4 Spiegel was auf eine Th2 Antwort hindeutet.
AuBerdem wurde IL-10, ein Zytokin, das die Zytokinsynthese erniedrigt, die Aktivierung von
Makrophagen und die T-Zell-Proliferation supprimiert, in ex Vivo restimulierten Zellen von
MV-infizierten Patienten nachgewiesen werden (81). Der suppressive Effekt von IL-4 und IL-
10 auf Thl-Zellen und Makrophagen konnte zur MV-induzierten Immunsuppression
beitragen und dadurch eine erhohte Empfinglichkeit der Patienten fiir Sekundirinfektionen
begiinstigen (68). Es wurde gezeigt, das die Expression des MV Rezeptor CD150 in Thl-
Zellen hoch, aber sehr niedrig in Th2-Zellen ist (82). Studien mit transgenen CD150 knock-
out Méausen zeigten, das CD150 die Funktion von T-Zellen und Makrophagen kontrolliert
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(83). Die Herunterregulation des CD150 Molekiils wahrend der MV Infektion konnte die
Immunantwort von einer Th1-Antwort hin zu einer Th2-Antwort verschieben (84).

Infektion mit Wildtyp MV resultiert in vitro in einer signifikant verminderten Produktion
von Interferon o und B (85). Neuere Studien lassen vermuten, dass die MV Nicht-
Strukturproteine V und C mit dem Interferon o/ Signalwegen interferieren. Das MV V-
Protein inhibiert die STAT1 und STAT2 Phosphorylierung und verhindert die INF-induzierte
STAT-Translokation in den Zellkern (86). Da IFNa/B zusitzlich zur anti-viralen Zellantwort
auch immunmodulatorische Funktion ausiibt (Modulation der Reifung von DCs, Aktivierung
von Makrophagen, Ausdehnung der Lebenspanne von T-Zellen) kann eine MV-induzierte
Inhibition von IFNo/f oder IFN-Signalwegen auch einen Einflul auf die Immunantwort in
vivo haben (87,88).

Es ist das Kennzeichen der MV-induzierten Immunsuppression, dass aus Patientenblut
isolierte Lymphozyten, auf mitogene oder TCR-induzierte Stimulation ex vivo nicht mehr
proliferieren (70,71). Diese Proliferationshemmung ist nicht nur auf den zytopathischen
Effekt der MV-Infektion in Zellkultur zuriickzufiihren, da der Kontakt von infizierten Zellen,
die nach UV-Bestrahlung kein Virus mehr freisetzen, die Proliferation peripherer Blut-
lymphozyten nach Mitogenzugabe hemmen kann (89,90). Dabei ist der Kontakt nicht-
infizierter Zellen mit dem MV Glykoproteinkomplex, bestehend aus dem F- und H-Protein,
auf der Oberfliche infizierten Zellen bzw. auf viralen Partikeln ausreichend, um eine
Proliferationsinhibition der T-Zellen zu induzieren (91). Es wurde gezeigt, dass die
Proliferationshemmung auf den Kontakt mit dem MV Glykoproteinkomplex zuriickzufiihren
ist, denn transfizierte Zellen, die MV F und H auf der Oberfldche exprimieren, induzieren eine
Inhibition. Dabei ist die proteolytische Prozessierung des FO-Proteins in das F1/2 Heterodimer
durch eine intrazelluldre Protease, z.B. Furin, fiir die Induktion der Immunsuppression in vitro
absolut erforderlich (24,92). Rekombinante Masernviren, bei denen die MV-spezifischen
Glykoproteine durch das Glykoprotein des vesikuldren Stomatisvirus (VSV) ausgetauscht
wurden, erzeugten keine Inhibition (90). Das zeigt, dass Proliferationsinhibition spezifisch
durch die beiden MV Glykoproteine induziert wird. Charakteristisch flir die Immun-
suppression ist, dass primire T-Zellen nach Kontakt mit MV weder auf mitogene, allogene
oder CD3/CD28 induzierte Stimulation proliferieren (90). Diese T-Zellen sind nicht
apoptotisch. Des weiteren ist die Hochregulation von T-Zell-spezifischen Aktivierungs-

markern und die Sekretion von Zytokinen nicht beeinfluB3t. Allerdings bewirkt der Kontakt
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mit MV Glykoproteinen ein Arretieren der T-Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus (93,94).
Obwohl die Expression des IL-2 Rezeptors nicht verdndert ist, kann die Proliferations-
hemmung durch exogene Zugabe von IL-2 nicht aufgehoben werden (95). Infolge des MV-
Kontaktes mit T-Zellen wird der Membrantransport und die Aktivierung von Proteinen, die
fiir die vermittelten Signalen von IL-2 Rezeptor und TCR essentiell sind, verdndert. Die MV-
Bindung fiihrt innerhalb weniger Stunden nach dem Kontakt zur Hemmung der IL-2 und
CD3/CD28 stimulierten Akt-Kinase Aktivierung, aber inhibiert nicht die Aktivierung des
Jak/STAT Signalweges (95). Akt-Kinase phosphoryliert oder komplexiert mit Proteinen, die
Zellwachstum, Uberleben, Differenzierung, Morphologie und Metabolismus regulieren.
Obwohl die MV-Bindung an T-Zellen nicht zur Apoptose fiihrt, interferiert damit die MV-
induzierte Inhibition der Akt-Kinase mit essentiellen Signalwegen.

Es wurde gezeigt, dass MV direkt mit spezialisierten Bereichen der T-Zell-Membran
(Glykosphingolipid-reiche Doménen, Membran-rafts) interagiert (96), was eine Verdnderung
der Rekrutierung und Aktivierung wichtiger TCR-Signalkomponenten zur Folge hat. Die
Bindung von MV interferiert mit der TCR-stimulierten Tyrosin-Phosphorylierung und
Calcium-Mobilisierung erst 24 Stunden nach Viruskontakt. Dagegen ist bereits eine kurzeitige
Behandlung mit MV ausreichend, um den Transport PH-Doménen-enthaltender Proteine, der
Akt-Kinase und Guaninnukleotid-Austauschfaktors Vav in Membran-rafts inhibieren.
Obwohl die TCR-stimulierte Tyrosin-Phosphorylierung der p85-regulatorischen Untereinheit
der PI3-Kinase p85 nach kurzeitiger Behandlung mit MV nicht verdndert ist, assoziiert die
regulatorische Untereinheit der PI3-Kinase nicht mit Membran-rafts-enthaltenen Fraktionen.
Vermutlich wird durch den Kontakt von MV der Transport dieses Proteins gestort. Cbl-b ist
ein Negativregulator der PI3-Kinase, dessen CD28-abhédngige Degradierung fiir den Transport
der PI3-Kinase wichtig ist. Es konnte gezeigt werden, dass die Bindung von MV an
Membran-raft die Rekrutierung der PI3-Kinase verhindert, indem die TCR-stimulierte
Degradierung des Negativregulators Cbl-b verhindert wird und nachfolgend die Aktivierung
der PI3-Kinase und davon abhingiger Signalkomponenten (96). Da in den oben genannten
Untersuchung mit primédren humanen T-Zellen gezeigt wurde, dass die MV Rezeptoren CD46
und CD150 nicht involviert sind, konnten MV vermutlich durch Interaktion mit einem bis
jetzt unbekannten Rezeptor in Membran-raft wichtige T-Zell-Signalwege verdndern (96) und
damit die Inhibition der T-Zell-Proliferation induzieren. Diesen Befund unterstiitzen

Untersuchungen, bei denen die Viruskontakt-vermittelte Proliferationsinhibition durch
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Verwendung von SLAM oder CD46 negativer Zelllinien und in Gegenwart von Antikorpern
gegen beide Rezeptoren nicht hemmbar ist (47,62).

1.3. Bedeutung von molekulare Motoren in der Dynamik von T-Zell-

Aktivierung

1.3.1. T-Zell-Aktivierung

T-Zell-Rezeptor (TCR) Stimulation und gleichzeitige Costimulation (z.B. CD28) fiihrt zur
Aktin-Polymerisierung an der Kontaktzone zwischen T-Zelle und Antigen-prasentierender
Zelle. Proximale Ereignisse, die der TCR-Aktivierung unmittelbar folgen beinhalten die
Aktivierung von Proteinkinasen und Phosphorylierung von Zielproteine und die Bildung von
Proteinkomplexen, welche Adaptormolekiile und Enzyme enthalten (97-99). Diese initialen
Signale resultieren in der Aktivierung von Signalkaskaden, die in Transkription
Proliferations- und Differenzierungs-relevanter Gene involviert sind (Schema 1.3.). Die
Ligation des TCR aktiviert verschiedene Protein-Tyrosin-Kinasen, welche das integrale
Membranadapterprotein LAT (linker for activation of T cells) phosphorylieren. Nach der
Phosphorylierung wirkt das Molekiil als Bindungsstelle fiir Adaptormolekiile, z.B. die SH2-
Domine enthaltenden Adaptormolekiile Grb2 und SLP-76 (99,100). Diesen drei Proteine
assoziieren mit Phospholipase Cyl (PLCyl), die dadurch aktiviert wird (97). Grb2 aktiviert
den Austauschfaktor SOS, welcher Ras und somit die MAP-Kinase Signalwege aktiviert.
Besonders fiir die Zytoskelettaktivierung von Bedeutung ist, dass SLP-76 den Guanin-
nukleotid-Austauschfaktor Vav (guanine nucleotide—exchange factor) und das Adaptorprotein
Nck binden kann. Nck wiederum interagiert mit WASp und bringt vermutlich die Maschinerie
zur Aktinpolymerisierung an die Membran. WASp (Wiskott-Aldrich-syndrome protein) ist ein
Multidoméinenkomplex aus Adaptormolekiilen, der unter anderem eine Bindungsstelle fiir
Aktin besitzt (101,102). Vav aktiviert die Rho Familie der kleinen GTPasen, durch deren
Bindung WASp aktiviert wird.
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Schema 1.3.: Vereinfachtes Schema Uber TCR-vermittelte Signale. T-Zell-Aktivierung erfordert
TCR-vermittelte Signale und Costimulation und induziert die Aktivierung diverser Signalwege, die die
Veranderung der Gentranskription (z.B. IL-2, NF-kB) regulieren. Erkennen die TCR und die CD4-
Molekiile das iiber den MHCII-Komplex présentierte antigene Peptid, fithrt das zur Tyrosin-
Phosphorylierung in der ITAM-Domine des CD3-Komplexes. Dieses dient dann als Bindungsstelle
der durch die Lck-Kinase phosphorylierten Zap-70 Kinase, und anschlieBend wird an multiplen
Tyrosin-Resten das Adaptorprotein LAT phosphoryliert. Das fiihrt zur Rekrutierung von LAT-
assoziierten Proteinen, wie Grb2, Gads, PLCy, PI3-Kinase und der Ras-GTP-Austauschfaktor SOS.
Das Adaptorprotein SLP-76 wird durch die Assoziation mit Gads und PLCy zu diesem Komplex
rekrutiert und fiihrt letztendlich zur Aktivierung des Ras-MAP-Kinase Signalweges und zur Calcium-
Freisetzung. Des weiteren dient SLP-76 als Verbindung fiir die Rekrutierung weiterer Signalproteine
wie PLCy, dem Vav Nukleotidaustauschfaktor der Rho GTPasen und dem Adaptor Nck. Cbl, ein
Adaptor und Ubiquitinligase assoziiert mit LAT {iber einen noch unbekannten Mechanismus.
Zusitzlich zur transkriptionellen Verdanderung wird durch Antigenrezeptorstimulation iiber den Vav-
Rho GTPasen-WASp-abhéngigen Signalweg die Verdnderungen des Zytoskeletts und Clusterbildung
von Rezeptormolekiilen kontrolliert.

Rho GTPasen (Cdc42, Racl und RhoA) sind kritische Mediatoren der Zytoskelettaktivierung
und —reorganisation (97,103). Die durch die Costimulation induzierte Umlagerung des F-

Aktins ist kritisch fiir die Konzentration von Rezeptormolekiilen und Stabilisierung der
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immunologischen Synapse, welche wiederum fiir prolongierte T-Zell-Signale und

Proliferation essentiell ist.

1.3.2. E-Aktin: der Hauptbestandteil des zelluldren Zytoskeletts

Das zelluldre Zytoskelett wird von Aktin-Mikrofilamenten, Myosin-intermedidren Filamenten
und Biindeln von Mikrotubulin organisiert (97). Durch biochemische und mechanische
Stimulation kommt es zu schnellen dynamischen Verdnderungen des Aktin-Zytoskeletts.
Monomeres globulédres (G-) Aktin polymerisiert zu filamentdsen (F-) Aktin (Mikrofilamente),
welche aus Fasern von Aktin-Monomeren bestehen, welche zu Biindeln aus filamentdsen
Aktin und hoher geordneten Strukturen zusammengefiihrt werden. Die corticalen Aktin-
Filamente sind iiber Linkerproteine mit der Plasmamembran verbunden und bestimmen
Zellform, Bewegung und Bildung von Filopodien und Lamellipodien. T-Zell-Aktivierung
induziert die funktionelle Verdnderungen in Zellform und Zytoskelettarchitektur. Die
Verwendung von Inhibitoren, infolge derer die Polymerisierung des F-Aktins blockiert und
die TCR-vermittelte Signale beendet wurde, demonstriert die Bedeutung des Aktin-
Zytoskeletts fiir die Aktivierung von T-Zellen (104,105). Die Ligation des T-Zell-Rezeptors
filhrt zur Aktin-Polymerisierung, welche fiir die Formation von ausgedehnten Kontakten
zwischen T-Zelle und Antigen-prasentierender-Zelle erforderlich ist. Weiterhin kann
polymerisiertes F-Aktin als Linker zur Zusammenfiihrung und Stabilisierung von
Signalkomplexen dienen (106).

Um schnelle Verdanderungen der Zellform zu ermdéglichen, die z.B. wihrend der Migration
von Lymphozyten auftreten, sind Prozesse zur Polymerisierung und Depolymerisierung von
F-Aktin sehr wichtig. Verantwortlich dafiir sind Proteine mit Aktin-Depolymerisierungs-
aktivitat, wie das ubiquitdr exprimierte Cofilin, das zur Familie der kleinen Aktin-bindenden
Proteine gehort (101). Cofilin ist durch Phosphorylierung an einen Serinrest in Position 3
inhibiert. Sowohl LIM-Kinase 1 und 2 (LIMK1/2), Rho-Kinase, als auch die Testis-
spezifische Proteinkinase 1 und 2 (TESK 1/2) konnen Cofilin durch Phosphorylierung
inaktivieren (107-110). Die Serin/Threonin-Phosphatasen PP1 und PP2A (Okadaiksdure-
sensitive, Cyclosporin A-resistente Phosphatasen vom Typ 1 und Typ 2A) oder die
Phosphatase slingshot (SSH) konnen mit Cofilin assoziieren und durch Dephosphorylierung
aktivieren (101,111,112). Die Aktivierung und Bindung von Cofilin an F-Aktin induziert die
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Polymerisierung als auch Depolymerisierung von F-Aktin, wodurch neue Aktin-Monomere

generiert werden (101).

1.3.3. Die immunologische Synapse

Die Erkennung antigener Peptide, welche von MHC-Molekiilen auf Antigen-priasentierende
Zellen (APC) prasentiert werden, durch den TCR/CD3-Komplex fiihrt zur T-Zell-Stimulation
(Schema 1.4.). Allerdings erfordert eine vollstindige Aktivierung zusdtzliche Signale
(Costimulation), die aus der Interaktion von Rezeptoren (z.B. CD2 und CD28) auf T-Zellen
mit ihren Liganden (CD58, CD80, CD86) auf APC resultieren (97,113). Dagegen fiihrt die
Ligation des TCR/CD3 ohne gleichzeitige Costimulation zur Anergie oder zur Apoptose
(114). T-Zellen tragen ~30.000 bis 40.000 TCR auf der Oberfliche, aber nur 50-100
MHC/Peptidkomplexe auf der APC sind fiir die T-Zell-Proliferation notwendig (113,115).
Die Ligation des TCR in Gegenwart von Costimulation induziert die Formation der
immunologischen Synapse, welche ein organisierter Zusammenbau von Antigen-Rezeptor-
Cluster, Adhdsionsmolekiilen, Co-Rezeptoren, Membran-rafts und intrazelluldren Molekiilen
ist, welche an der Stelle der Rezeptorligation lokalisiert sind (Schema 1.4.A). Membran-rafts
sind spezialisierte Cholesterol-, Glykosphingolipid-, und Shingomyelin-reiche Membran-
komponenten. Diese zu Membransubdoménen organisierten Bereiche enthalten Signal-
proteine, wie z.B. Tyrosinkinasen, Glykosylphosphatidylinositol (GPI-)-verankerte Proteine
(z.B. CD55, CD58 und CD59) und Adaptormolekiile (LAT), welche als Plattform fiir die
Bildung von Signalmultikomplexen fungieren konnen (116). An der Kontaktstelle zwischen
APC und T-Zelle bilden sich strukturell hoch organisierte Strukturen aus, die als SMAC
(small supramolecular activation complex) bezeichnet werden. Die Formation von SMAC
sind relativ spite Ereignisse in der TCR-Aktivierung und hdngen von einem funktionellem
Aktinmyosin-Zytoskelett ab. Eine reife immunologische Synapse besteht aus drei Doménen:
einer zentralen (cCSMAC), einer peripheren (pSMAC) und einer distalen SMAC (dSMAC).
Schema 1.4.B illustriert, dass die zentralen Cluster TCR, CD3, Lck, Fyn, PKC6, CD2 und
CD28 enthalten, die periphere Doméane LFA-1 (leukocyte function-associated antigen 1) und
Talin. GroBe glykosylierte Molekiile, wie die Protein-Tyrosin-Phosphatasen CD43 und CD45
sind im distalen Bereich auBerhalb der pSMAC lokalisiert (ISMAC).
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Schema 1.4.: Reife immunologische Synapse zwischen T-Zelle und Antigen-prasentierender
Zelle. (A) Die Seitenansicht zeigt eine Auswahl von Ligandenpaaren und Signalmolekiilen, welche in
die TCR Erkennung involviert sind. Der Pfeil zeigt den Signalweg der zur T-Zell-Aktivierung fiihrt.
(B) Die Aufsicht auf die synaptische Kontaktzone zeigt die charakteristische SMAC-Organisation:
cSMAC (rot), pSMAC (griin) und dSMAC (grau). Die zentrale cSMAC-Domine enthilt u.a. den
TCR-Komplex, CD2 und CD28, in der pPSMAC-Zone sind das Integrin LFA-1, das an ICAM-1 auf
der APC bindet und das Zytoskelettprotein Talin stark konzentriert. GroBe glykolysierte Proteine wie
CD43 und CD45 werden aus der Synapse heraus geschoben und befinden sich im distalen Bereich
dSMAC. (Verdndert nach: Huppa & Davis, 2003,113)

Die Funktion der immunologischen Synapse ist noch nicht vollstindig geklart. In fritheren
Studien zur Dynamik und Struktur der IS wurde vermutet, dass deren Funktion in einer
Verstiarkung und Unterstiitzung von Signalen besteht (97,105). Da die proximalen Signale des
TCR vor Ausbildung einer reifen IS am hochsten sind, wurde die Idee favorisiert, dass die IS
auch in die Herunterregulation und Endozytose des T-Zell-Rezeptors involviert ist und
Signale und Degradation des TCR balanciert (102,117,118). Andere Studien lassen vermuten,
dass reife T-Zell-Synapsen nicht strikt erforderlich fiir eine T-Zell-Proliferation sind, aber sie
regulieren diesen Prozess und konnten komplexe Signalwege koordinieren (119).Vermutlich
stabilisiert die immunologische Synapse ligierte TCR Molekiile und damit assoziierte
Proteine und unterstiitzt somit eine effiziente T-Zell-Aktivierung (120-123). Aktin-abhéngige
Rekrutierung von TCR Komplexen und Clusterbildung von Rezeptoren ermdoglichen die

Organisation von hoher geordneten Strukturen und Cluster von Signalmolekiilen, die
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Signalmolekiile und Adapterproteine konzentriert und negative Regulatoren, wie CD45
ausschlieft, und damit in effektive TCR Signale und Lymphozyten-Aktivierung resultieren
(97,118,124). Die IS konnte eine Plattform darstellen, die die architektonische Komplexitit
zur Unterstiitzung regulatorischer Mechanismen, die erforderlich sind, um die T-Zell-
Aktivierung im Zusammenhang mit ihrer Funktion, die Art der involvierten Antigen-
prasentierenden Zellen (DC und B-Zellen), als auch die Qualitit und Quantitit der zu
erkennenden TCR Liganden zu leiten (113, 125-128). Befunde von Synapse, die sehr lange
bestehen, aber auch von nur kurzfristig bestehenden Synapsen, unterstiitzen diese Hypothese

(115).

1.3.4. Membran-Zytoskelett-Interaktionen

Ezrin, Radixin und Moesin, die kollektiv als ERM-Proteine bezeichnet werden, gehdren zu
einer ,,Band 4.1 Superfamilie von Proteinen, basierend auf ihrer hohen Homologie zur
Amino-terminalen Doméne des ,,Band 4.1“-Proteins von Erythrozyten (129). Diese Proteine
kontrollieren die Verankerung von einigen Membranproteinen mit dem Aktin-Zytoskelett und
damit die Zellform, Zelladhdsion und Zytokinese. Zusdtzlich sind ERM-Proteine in intra-
zelluldre Signale involviert. Alle ERM-Proteine haben eine N-terminale homologe Doméne
von etwa 300 Aminosduren gemeinsam, die FERM Doméne (Fiir: Ezrin, Radxin, Moesin),
eine alpha-helikale Linkerregion und einer C-terminalen Aktin-bindenden Doméne (129)
(Schema 1.5.). Die Proteine existieren in zwei Konformationen: einer geschlossenen
Konformation, bei der N- und C-Terminus durch Interaktion im gefalteten Zustand gehalten
werden, und einem zweiten aktivem, offenem Zustand, bei der die intramolekulare Interaktion
freigesetzt wird und die Membranrezeptoren mit dem Zytoskelett verbunden werden. Die
intramolekulare Assoziation zwischen der FERM-Doméne und C-terminalen Domédne wurde

kiirzlich durch Rontgenkristallstrukturanalyse bestétigt (129).
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Schema 1.5.: Funktionelle Organisation und Aktivierung von ERM-Proteinen.

(A) Doménenstruktur der ERM-Proteine. Die N-terminale FERM-Doméne (griin) ist eine funktionelle
Domine, die mit Membrankomponenten, Phospholipiden und verschiedenen Signalmolekiilen
interagieren kann, die C-terminale Aktin-bindende Doméne (blau) wird am Threoninrest (Thr, gelb)
phosphoryliert, verbunden werden die Doménen durch eine alpha-helikalen Region (rot). (B) ERM-
Proteine werden durch konformationelle Anderungen reguliert. Der Hauptteil der ERM-Proteine liegt
in einer inaktiven, geschlossenen Konformation vor, bei der die FERM-Doméine mit der Aktin-
bindenden Doméne interagiert. Phosphorylierung am Threoninrest durch PKC8 oder Rho-Kinase und
Bindung von PIP2 induzieren und stabilisieren die offene aktive Konformation, die eine Verbindung
der FERM-Domine mit Transmembranproteinen und der Aktin-bindenden Doméne mit dem F-Aktin-
Zytoskelett ermdglicht. (Verandert nach: Cullinan et al. 2002, 131)

In der offenen Konformation kénnen ERM-Proteine auch Homo- oder Heterooligomere
bilden, so dass die FERM-Domine eines ERM-Proteins mit der C-terminalen Aktin-
bindenden Domine eines weiteren ERM-Proteins binden kann. Die Aktivierung der ERM-

Proteine wird mehrheitlich durch Phosphorylierung an einem C-terminalen Threonin-Rest
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(Thr558 in Moesin, Thr567 in Ezrin und Thr564 in Radixin) in der Aktin-bindenden Domaéne
reguliert. In vitro kann Proteinkinase (PK60) 6 und Rho-Kinase den Threonin-Rest in T-Zellen
phosphorylieren. ERM-Proteine konnen {iberdies durch Bindung von PIP2 (Phosphatidyl-
inositol-4,5-bisphosphat) an die FERM-Domine aktiviert werden (129). Infolge der TCR-
Ligation werden ERM-Proteine phosphoryliert und sind in der immunologischen Synapse
lokalisiert (129). ERM-Proteine sind in einem trimolekularen Komplex zusammen mit einem
Membran-raft-stindigen Csk-bindenden Protein (CBP), dem Ezrin-bindenden Phosphoprotein
EBP50 gebunden Vor einigen Jahren wurde gezeigt, dass die Ligation des TCR die
Entkopplung von CBP aus dem EBP50-ERM-Komplex induzieren kann. Da der trimolekulare
Prozess unter TCR Stimulation freigesetzt wird, konnen ERM-Proteine vermutlich die
Clusterbildung von TCR und Membran-rafts kontrollieren, indem sie das unkontrollierte
Aktivieren in Abwesenheit von Stimulation verhindern bzw. die Stimulation unterstiitzen
konnen (117.). Durch das simultane Assoziieren von Membrankomponenten und Aktin-
filamenten kénnen ERM-Proteine die Clusterbildung des TCR und die Bildung der IS
unterstiitzen. Eine Vielzahl von intrazelluldren Signalkomponenten koénnen mit ERM-
Proteinen interagieren. Die Mehrheit der Proteine bindet an die N-terminale FERM-Doméne,
einige zytosolische Proteine, wie Proteinkinase A, konnen aber auch mit der alpha-helikalen
Domine interagieren (130). Die FERM-Doméne kann direkt positiv geladene Aminoséuren in
zytoplasmatischen Regionen von Transmembranproteinen (z.B. ICAM-1,-2,-3, L-Selectin,
CD43 und CD44 u.a.) binden. Zusitzlich kann die FERM-Domine zytosolische Proteine, z.B.
Rho-GDI, einem Regulator der Rho GTPasen, PI3-Kinase und der FAK (focal adhesion
kinase) binden (130-134). Des weiteren konnen ERM-Proteine Transmembran- als auch
zytosolische Proteine durch das EBP50-Protein binden. Damit sind ERM-Proteine als
multifunktionale Proteine, in zelluldre Architektur, intrazelluldre Signale, Membran-
verdnderungen und Ausbildung von Mikrovilli involviert und sind somit an Prozessen

beteiligt, die in Polarisierung und Migration von T-Zellen resultieren.
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1.3.5. T-Zell-Migration

Zellmigration ist eine charakteristische Eigenschaft von Leukozyten. T-Zellen sind
zirkulierende und sehr motile Zellen, welche eine Geschwindigkeit von 7-10um/min
erreichen konnen (135). Die Extravasation ist sowohl eine zentrale Eigenschaft von
Lymphozyten die vom Blutstrom ins Gewebe emigrieren, wo sie ihre Effektorfunktion
ausiiben konnen, als auch fiir die normale Rezirkulation von Leukozyten durch lymphatische
Organe und ist somit kritisch fiir ein vollstindig funktionierendes Immunsystem (136).
Erforderlich fiir Zellmotilitidt ist Aktin-Dynamik, Verdnderung der Integrin-vermittelten
Adhirenz und Modifikation in der Zellform. Bereits vor etwa 20 Jahren wurde die polarisierte
Morphologie von Leukozyten beschrieben, welche aus drei Kompartimenten besteht: der
filhrenden Front, dem Hauptkorper, der den Zellkern enthélt und dem distalem Pol, der als
Uropod bezeichnet wird (137,138). Der Uropod ist eine Pseudopod-dhnliche Projektion, die
als spezialisierte Struktur fiir die Motilitdt und adhésive Funktion wichtig ist (135) Abb. 1.1.

zeigt anhand eines Beispiels einer T-Zelle die polarisierte Morphologie.

Abb. 1.1.: Beispiel fur die polarisierte Struktur einer F-Aktin gefarbten T-Zelle. Primire humane
T-Zellen wurden mit costimulatorischen Antikdrpern aktiviert, fixiert, permeabilisiert und mit
Phalloidin-Alexa594 das F-Aktin gefarbt. Zu erkennen ist die F-Aktin reiche Lamellipodien-Struktur
an der Vorderkante und dem distalen Uropod, welcher die Zelle vorwartsbewegt.
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Der Migration geht eine Polarisierung der Leukozyten voraus, die durch Chemokine induziert
wird (135). Das fiihrt zur Anderung der Verteilung der radialen Symmetrie von filamentdsen
F-Aktin zu einer Konzentration an definierten Regionen, wodurch sich die Morphologie zu
einer polarisierten Zellform verdndert (135). Der Uropod, in dem Adhédsionsmolekiile (ICAM-
1,-2,-3), ERM-Proteine, Zytoskelettproteine, CD43 und CD44 akkumuliert sind, ist wichtig
fiir die Adhésion und unterstiitzt die Zellmigration. (139). Chemokinrezeptoren, Integrine,
Zytoskelettproteine und regulatorische Proteine verdndern wéhrend der Polarisierung ihre
Lokalisation. Leukozyten-Polarisierung findet wiahrend verschiedener Zell-Zell-Interaktionen
statt, z. B. Bindung von T-Zellen an APCs, Erkennung von Zielzellen oder der Bindung an
Endothelzellen (136). Die Zellpolarisierung ist eine inhédrente Eigenschaft von T-Zellen, die
sich auf Antigen-priasentierende Zellen hinbewegen. Wahrend dieses Prozesses erkennen T-
Zellen APCs durch die fiihrende Front (140). Der initiale adhdsive Kontakt fiihrt zur
Interaktion von ICAM-1 (CD54), -2 (CD102) und -3 (CD50) mit LFA-1 und ICAM-3 mit
dem DC-spezifischen Adhédsionsmolekiil DC-SIGN (ICAM-3 grabbing non-integrin)(141).
Dieser Antigen-unabhéngige Schritt ermoglicht das Scannen der APCs durch T-Zellen.
Diesem Schritt folgt die Bindung von CD2 auf T-Zellen an LFA-3 (CD58). Diese Interaktion
ermoglicht die Erkennung des Antigen-beladenen MHC-Rezeptors durch den TCR, welches
ein Signal freisetzt, das die Migration der T-Zelle stoppt (142). Die Ligation von TCR/CD3,
ICAM-3 und CD2 verstirkt die LFA-1/ICAM-1 Adhision, welche wiederum die Stirke der
APC/T-Zell-Interaktion erhoht und Vorrausetzung fiir die Ausbildung fester Kontakte
zwischen T-Zellen und APC, Clusterbildung von T-Zell-Rezeptorkomplexen und costimula-
torischen Molekiilen ist (143).

Da die aktivierten Formen von Cdc42, Racl und RhoA die Polymerisierung von Filopodien,
Lamellipodien und Stressfasern induzieren, sind diese GTPasen wichtige Regulatoren der
Zellpolarisierung (Schema 1.6.) Desweiteren ist in die Polarisation und Migration eine
drastische Reorientierung des Tubulin-Zytoskelettes involviert, welches zur Relokalisation

des MTOC (microtubule organizing center) fiihrt (144).
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Hinterkante Vorderkante

Bewegungsrichtung

=  Mikrotubuline X Filopodien
~  Stressfasern & Lamellipodien
®?  Fokale Kontakte <*  Fokale Komplexe

Schema 1.6.: Schematische Darstellung der T-Zell-Migration illustriert die Bedeutung des
Zytoskeletts. An der Front induziert die Aktivierung von Rac1/Cdc42 F-Aktin reiche Lamellipodien
und Filopodien, die die Zelle forwirts treiben, gleichzeitig wird das distale Zellende durch
Mikrotubuline eingezogen (Pfeile) und ermdglicht so die Vorwértsbewegung. (Verdndert nach:
Wehrle-Haller & Imhof, 2002, 145)
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2. Fragestellung

Vorangegangene in vitro Experimente haben gezeigt, dass der Kontakt humaner T-Zellen mit
viralen MV Glykoproteinen auf der Oberfliche infizierter Zellen oder Viruspartikeln die
Mitogen-stimulierte T-Zell-Proliferation inhibiert. Es wurde demonstriert, dass der Kontakt
mit dem MV Glykoproteinkomplex ausreichend ist, um intrazelluldre Signalwege in T-Zellen
zu verandern und so die Proliferationshemmung zu induzieren.

Infolge des MV Kontaktes mit T-Zellen ist die Aktivierung der PI3-Kinase in TCR-
stimulierten Zellen inhibiert. Damit verbunden ist der ineffiziente Transport PH-Doménen-
enthaltender Proteine in Membran-rafts, wie der Akt-Kinase und Vav. Aktives Vav induziert
die Aktivierung kleiner Rho GTPasen, welche eine kritische Rolle in der Regulation von
Zytoskelettorganisation von T-Lymphozyten spielen. Da die Aktivierung des Zytoskelettes
von essentieller Bedeutung fiir Rezeptorclustering und die Induktion physiologischer T-Zell-
Antworten ist, und alle Stadien in der Aktivierung von Lymphozyten mit profunden
Verdnderungen in der Zellmorphologie assoziiert sind (Migration, Adhésion, Bildung der IS)
und von einem funktionellen Zytoskelett abhéngen, sollte untersucht werden, ob der Kontakt
mit viralen Glykoproteinen die Aktivitdt von Rho GTPasen und somit die Reorganisation von
Zytoskelettkomponenten beeinfluf3it. In diese Prozesse involviert sind Membranlinkerproteine
(ERM). Als Membran-Zytoskelettlinker verbinden ERMs F-Aktin mit der Plasmamembran
und sind in dynamische Membran-/Zytoskelettinteraktionen, z.B. Bildung von Mikrovilli,
involviert. Daher sollte untersucht werden, ob MV die Phosphorylierung der ERM-Proteine
und die Ausbildung von Mikrovilli verdndert ist. Da Umlagerungen des Zytoskeletts fiir die
Formation der IS von groBBer Bedeutung sind, wurde untersucht, ob der Kontakt von T-Zellen
mit MV die Bildung der IS verdndert und somit eine erfolgreiche Interaktion der T-Zellen mit
DCs verhindert.

In vorliegender Arbeit wird gezeigt werden, dass die Bindung von MV an die
Plasmamembran von T-Zellen mit der Aktivierung wichtiger Signalwegen interferiert und
damit wichtige funktionelle Eigenschaften von T-Zellen verdndert, was zu drastischen

Konsequenzen in der Immunantwort fithren kann.
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3. Material

3.1. Geréate

- Autoklaven

- Brutschrank, Nuaire

- Eismaschine

- Elektrophoreseapparatur, Western Blot Kammer und Zubehor aus institutseigener Werkstatt
- FluoreszenzmefBgerit fiir Zellkulturplatten, Fluoroscan Ascent FL
- Heizblock

- Konfokales Laserscanning Mikroskop LSM 510 Meta, Zeiss

- Laborwaage

- Magnetriihrer

- Orbital Shaker

- pH-Meter

- Photometer, Eppendorf

- Pipetten, Eppendorf

- Rotator

- sterile Arbeitsbank, Nuaire

- Ultrazentrifuge, Sorvall 90 SE, Schwingrotor Surespin 630

- Wasserbad, GFL

- Zentrifugen, Eppendorf, Hettich Rotixa/P

- Elektronenmikroskop DSM 962

3.2. Verbrauchsmaterial

Die Vebrauchschemikalien wurden von den Firmen Sigma, Gibco, Serva, Merck und
Amersham Biosciences bezogen.
Steriles Einwegmaterial wurde von den Firmen Eppendorf, Falcon, Greiner, Nunc und

Hartenstein geliefert.
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3.3. Zelllinien

Die verwendeten Zelllinien standen im Institut zur Verfiigung.

Tab. 3.1: Zelllinien

ZELLLINIE ZELLTYP HERKUNFT

Vero Nierenfibroblastenzelllinie Afrikanische Griine Meerkatze (ATCC)
BJAB Lymphoblastoide B-Zelllinie Human

B95a Semiadhédrente EBV-B-Zelllinie | Krallenaffe (ATCC)

U251 Glioblastomzelllinie Human

U251p Glioblastomzelllinie, mit MV Human

ED persistierend infiziert

3.4. Primare humane Zellen

Primédre Lymphozyten wurden vom Institut fiir Transfusionsmedizin, Wiirzburg als Leuka-
phereseblut bereitgestellt. GemdB des in Abschn. 4.1.5. beschriebenen Protokolls wurden

daraus T-Zellen und Monozyten isoliert und gereinigt.

3.5. Virusstamme

MV ED und WTF waren im Labor vorhanden und wurden entsprechend der im Methodenteil

aufgefithrten Bedingungen passagiert und getestet.
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Tab. 3.2: Virusstamme

VIRUS TYP HERKUNFT
ED Attenuierter Impfstamm Edmonston B | Impfstamm/60
WTF Wildtyp Erlangen 1990

3.6. Medien und Ldsungen

Alle Medien, ATV und PBS stammen aus der hauseigenen Medienkiiche. Das fetale

Kiélberserum (FKS) war von der Firma Biochrom und wurde vor der Verwendung 30 min zur

Inaktivierung des Komplements bei 54°C erhitzt. Das Antibiotikum Cibrobay wurde von

Bayer bezogen.

RPMI

RPMI 1640

2 mM L-Glutamin

100 IE/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin
10 % FKS

MEM

MEM

2 mM L-Glutamin

100 IE/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
5 % FKS

ATV

0.05 % w/v Trypsin
0.8 % w/v NaCl
0.04 % w/v KCI
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0.1 % w/v D-Glukose
0.058 % w/v NaHCO;
0.02 % w/v EDTA

Einfriermedium
90 % FKS
10 % DMSO

NTE-Puffer fir die Virusreinigung

1xNTE

100 mM NacCl

1 mM EDTA

10 mM Tris pH 7.4

Saccharoselésungen

25 % w/v Saccharose in NTE
30 % w/v Saccharose in NTE
54 % w/v Saccharose in NTE
60 % w/v Saccharose in NTE

Leukapherese

Alsevers

8.0 g/l w/v Natriumcitrat, pH 6.1
0.55 g/l w/v Zitronensédure

4.2 g/l w/v NaCl

20.5 g/l w/v D-Glukose

AET
2 % w/v AET in ddH,O, pH 9.0
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Herstellung der AET-SRBC-L3sung

10 Flaschen SRBC wurden in 50 ml Rohrchen zentrifugiert (2000 rpm, 7 min, RT), an-
schlieBend wurden je vier Pellets in Alsevers resuspendiert, mit Alsevers auf 50 ml aufgefiillt
und erneut zentrifugiert (2000 rpm, 7 min, RT). Das SRBC-Pellet wurde mit AET-Ldsung
versetzt und fiir 20 min im 37°C-Wasserbad inkubiert. AnschlieBend wurde die SRBC-
Losung mit kaltem PBS auf 50 ml aufgefiillt und zentrifugiert (1500 rpm, 10 min, RT). Der
Waschschritt wurde zweimal wiederholt. Die gewaschenen Pellets, je ca. 2 ml SRBC-Ldsung,
wurden in 48 ml RPMI/10 % FKS resuspendiert, wodurch sich eine 4 %ige AET-SRBC-
Losung ergibt. Die Losungen wurden bis zum Verbrauch bei 4°C aufbewahrt und vor jeder

Leukapherese frisch angesetzt.

Erythrozyten-Lyse-Puffer
155 mM NH4Cl
10 mM KHCO3
0.1 mM EDTA

Percolldichtegradient
Ein Percoll-Dichtegradient wurde mit Percoll einer Stammkonzentration von 1,129 g/ml (von

der Firma Amersham Biosciences) nach folgendem Schema hergestellt:
fiir 10 ml 1.076 g/ml: 1 ml 1.5 M NaCl + 5.442 ml Percoll + 3.558 ml aqua dest.

fiir 10 ml 1.059 g/ml: 1 ml 1.5 M NaCl + 4.124 ml Percoll + 4.876 ml aqua dest.
fiir 10 ml 1.045 g/ml: 1 ml 1.5 M NaCl + 3.039 ml Percoll + 5.961 ml aqua dest.

3.7. Western Blot

Blockierungspuffer

3 % w/v BSA in PBS

5 % w/v fettarmes Milchpulver in PBS/0.05 % Tween-20
Waschpuffer

PBS/0.05 % Tween-20
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Puffer fur die Inkubation mit Primarantikorper

3 % w/v BSA in PBS/0.05 % Tween-20

Puffer flr die Inkubation mit Sekundarantikdérper

5 % w/v fettarmes Milchpulver in PBS/0.05 % Tween-20

10 x Proteingelpuffer fir 1 I:
30.0 g Tris pH 8.7

144 g Glycin

10 g SDS

Kathodenpuffer fur 1 I:
3.0g TrispH 9.4
5.2 g Hexansdure

20 % v/v Methanol

30mM Anodenpuffer fur 1 I:
3.6 g Tris pH 10.4
20 % v/v Methanol

300 mM Anodenpuffer fur 1 I:
36 g Tris pH 10.4
20 % v/v Methanol

APS

10 % w/v in aqua dest.

SDS

20 % w/v in aqua dest.

Ladepuffer fur SDS-PAGE Gele
200 mM Tris pH 6.8
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4 % w/v SDS

20 % w/v Glycerol

0.02 % w/v Bromphenolblau
200 mM DTT

Proteinstandard

GroBlenstandard fiir WB, Fermentas

Film

Super X-ray-Rontgentilm, Fuji
Nitrozellulosemembran

Transfermembran Protran®, Schleicher & Schuell
Chemilumineszenzsubstrat

ECL von Amersham Biosciences

3.8. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde mit dem BCA-Test (Sigma) durchgefiihrt.
Losung I (Bicistronische Sdure) wurde mit Losung II (Kupfer-1I-Sulfat) im Verhéltnis 1:50
gemischt. 5 pl der Probe wurden zu 995 pl BCA-Losung gegeben, ebenso 5 pl einer
Standardproteinlosung und 1 Leerwert aus BCA-Losung. Die BCA-Proben wurden fiir 15 min
bei 60°C inkubiert, anschliefend in Einmalkiivetten gefiillt und die optische Dichte des
entstandenen Farbstoffes bei in 562 nm einem Eppendorf-Photometer mit integrierter

Standardkurve gemessen.

3.9. Immunfluoreszenzfarbungen

LabTeklII™ chamber slides von Nunc

3.7 % w/v Paraformaldehyd in PBS

0.01 % Triton-X100 in PBS

Blockierungspuffer 5 % w/v BSA in PBS, 0.02 % NaNj3
Farbepuffer 1 % w/v BSA in PBS, 0.01 % NaNj3
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Eindeckmedium Fluorochrom G, Southern Biotech

PHEMO-Fixierung

2-fach PHEMO-Fix-Losung:

7.4 % w/v Paraformaldehyd, 0.1 % v/v Glutaraldehyd, 1.0 % Triton-X100, der pH-Wert
wurde mit 1 M KOH auf 6.9 eingestellt

2-fach PHEMO-Puffer:
136 mM PIPES, 50 mM Hepes, 30 mM EGTA, 6 mM MgCl,, 20 % v/v DMSO, der pH-Wert
wurde mit 1 M KOH auf 6.9 eingestellt

PHEMO-Fix und —Puffer wurden als Aliquots bei -20°C aufbewahrt. Vor der Verwendung
wurde 1-fach PHEMO-Puffer hergestellt und 2-fach PHEMO-Fix mit 2-fach PHEMO-Puffer

1:2 verdiinnt.

3.10. Antikdrper

Nachfolgend ist die Herkunft der verwendeten Antikdrper flir T-Zell-Stimulation, Immun-

fluoreszenzfarbungen und WB Analyse aufgefiihrt.

Tab. 3.3: Antikdrper fur T-Zell-Stimulation

ANTIKORPER HERKUNFT KLON

Ziege Anti-Mause 1gG Dianova -—-
Maus Anti-Human CD3 BD Biosciences Pharmingen | Monoklonal, UCHT-1
Maus Anti-Human CD28 | BD Biosciences Pharmingen | Monoklonal, CD28.2
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Tab. 3.4: Antikdrper fur Immunfluoreszenzfarbungen

ANTIKORPER HERKUNFT KLON VERD.
Kaninchen Anti-Racl Santa Cruz C-14 1:50
Kaninchen Anti-Cdc42 Santa Cruz P1 1:50
Kaninchen Anti-RhoA Santa Cruz 26C4 1:200
Maus Anti-CD3  (TCR) Santa Cruz 6B10.2 1:200
Humanes MV Serum Wiirzburg, Diagnostik | 23.312/02 1:1000
Kaninchen Anti-P-Cofilin Cell Signalling Ser567/Thr564/ 1:50

Thr558
Kaninchen Anti-P-ERM Cell Signalling 1:50
Maus Anti-Human o-Tubulin | Sigma DMIA 1:500
Cholera toxin-Alexa 594 Molecular Probes Subunit B (CT-B) 1:100
Phalloidin-Alexa 594 Molecular Probes Phallotoxin aus: 1:40
Aminita phalloides
Ziege Anti-Kaninchen Alexa | Molecular Probes 1:200
488
Ziege Anti-Maus Alexa 488 Molecular Probes 1:200
Ziege Anti-Human Cy?2 Dianova 1:500
Ziege Anti-Human Cy3 Dianova 1:500
Tab. 3.5: Antikdrper fur Western Blot Analyse

ANTIKORPER HERKUNFT VERD.

Kaninchen Anti-MV H Peptidserum gegen die zytoplasmatische 1:250

Domine des H-Proteins (Eurogetec)
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Maus Anti-Moesin Hybridomiiberstand Klon 38/87 1:50

(von J. Schneider-Schaulies, Virologie,
Wiirzburg bereitgestellt)

Kaninchen Anti-P-ERM Cell Signaling 1:1000
Kaninchen Anti-P-Cofilin Cell Signaling 1:1000
Kaninchen Anti-Cofilin Cell Signaling 1:1000
Ziege Anti-Kaninchen HRP MBI Fermentas 1:2000
Ziege Anti-Maus HRP Dianova 1:10 000

3.11. Beschichtung von Objekttragern und Platten

0.01 % v/v Poly-L-Lysin in aqua dest., Sigma
1 mg/ml humanes Plasmafibronektin in PBS, Sigma

1 mg/ml ICAM-1/Fc (Met 1 — Glu 480) in aqua dest., R&D Systems

3.12. «Kits»

Transfektionskit Nucleofector® von Amaxa

Cdc42/Rac1/RhoA pull down Assay von Perbio PIERCE

3.13. Fusionsinhibitor (FIP)

Z-D-Phe-Phe-Gly-OH 200 uM in DMSO, Bachem

3.14. Verschiedenes

- 100 U/ul IL-4, Promocell
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- 100 U/ul GM-CSF, Leukine, Berlex

- 100 ng/ml Lipopolysaccharid (LPS), Sigma

- Staphylococcus aureus Enterotoxin A (SEA, 100 pug/ml) und B (SEB, 250 pg/ml), Sigma
- Schaferythrozyten (SRBC), Virion

Protease-Inhibitoren

Protease-Inhibitorcocktail, 1 Tablette in 25 ml Lysepuffer, von Roche
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4. Methoden

4.1. Zellbiologische Methoden

4.1.1. Kultur von Vero-Zellen
Vero-Zellen wurden in MEM/5 % FKS kultiviert, zweimal pro Woche mit 10 ml 37°C
warmen ATV von der Kulturflasche abgelost, in frischem Kulturmedium resuspendiert und

1:5 verdiinnt in einer neuen Kulturflasche ausgesit.

4.1.2. Kultur von BJAB-Zellen
BJAB-Zellen wurden in RPMI/10 % FKS kultiviert. Zum Teilen der Zellen wurden diese
zweimal pro Woche zentrifugiert (5 min, 1600 rpm, 24°C), der Uberstand verworfen, das

Zellpellet in frischem Medium resuspendiert und 1:10 auf neue Kulturflaschen verteilt.

4.1.3. Kultur von B95a-Zellen
B95a-Zellen wurden in RPMI/5 % FKS kultiviert und einmal pro Woche durch warmes ATV
von der Kulturflasche abgelost, in Medium resuspendiert und 1:10 auf neue Kulturflaschen

verteilt.

4.1.4. Kultur von U251-Zellen

U251-Zellen wurden in RPMI/5 % FKS kultiviert und zweimal pro Woche durch warmes
ATV von der Kulturflasche abgelost, in Medium resuspendiert und 1:10 in neue
Kulturflaschen geteilt. Mit ED persistierend-infizierte U251p-Zellen wurden einmal pro
Woche durch warmes ATV von der Kulturflasche abgelost, in Medium resuspendiert und 1:5

in neue Kulturflaschen verteilt.
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4.1.5. Reinigung von primaren humanen Lymphozyten mittels Leukapherese

Isolierung von PBMC

Bei der Isolation von periphere Blutlymphozyten durch Zentrifugation iiber einen Ficoll-
Hypaque-Dichtegradienten, wird die Trennung von mononukledren Zellen und anderen
Komponenten des Blutes aufgrund ihrer unterschiedlichen Dichte genutzt. Aufgrund héherer
Dichte lagern sich Erythrozyten, polymorphkernige Leukozyten (basophile, eosinophile und
neutrophile Zellen) und Granulozyten im Zentrifugationsriickstand als Pellet an. Die weniger
dichten mononukledren Zellen (PBMC) wie Lymphozyten (B- und T-Lymphozyten), NK-

Zellen und Monozyten sammeln sich als Interphase oberhalb der Ficollschicht (Schema 4.1.).

<+—— Plasma/Thrombozyten

<+—— Lymphozyten
<+— Ficoll

' <+— Granulozyten/Erythrozyten

Schema 4.1.: Isolation von Blutkomponenten Uber einen Ficoll-Hypaque-Gradienten.

Humane PBMC wurden aus dem Blut gesunder Spender isoliert. Dazu wurde heparinisiertes
Blut im Verhéltnis 1:2 mit Versen verdiinnt und in 50 ml Réhrchen in Portionen von 30 ml
auf 9 ml Ficoll vorsichtig iiberschichtet und durch Zentrifugation aufgetrennt (1200 rpm, 30
min, RT, ohne Bremse). Die Interphase oberhalb des Ficoll wurde mit einer Pasteurpipette
abgesaugt, in 50 ml Réhrchen verteilt, mit PBS aufgefiillt und zentrifugiert (1200 rpm, 10
min, RT). Zum Ausdiinnen des mitgefiihrten Ficolls wurde der Waschschritt zweimal
wiederholt. Vor dem letzten Waschschritt wurden 200 ul als Probe fiir eine FACS-Féarbung
und zur Bestimmung der Zellzahl entnommen. Circa 1/3 der PBMC wurden in kaltes
Einfriermedium mit einer Zellzahl von 5x10’/R6hrchen in Einfrierboxen eingefroren und bei -
80°C aufbewahrt. Die restlichen 2/3 der PBMC-Fraktion wurden zur Isolation von Monozyten

und T-Zellen eingesetzt.
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Isolation von T-Zellen durch Rosettierung

Die Rosettierung beruht auf dem Prinzip, dass der CD2-Rezeptor auf der Oberfldche von T-
Zellen an Schaferythrozyten bindet (SRBC=sheep red blood cells). Die Rosettierung separiert
die Zellen in T-Zellen (E-Rosettierung-positiv) und in nicht-T-Zellen (E-Rosettierung-
negativ). Dabei erhoht die Behandlung von SRBC mit 2-Aminoethylisothiouronium-
hydrobromid-Losung (=AET) die Bindung von SRBC an T-Zellen. Fiir die Rosettierung
wurden in 50 ml Roéhrchen je 13 ml 4% frisch angesetzte AET-SRBC-Losung + 7 ml
eiskaltes PBS + 30 ml PBMC-Suspension (3x10° PBMC) zugegeben, durch Invertieren
vorsichtig durchmischt und zentrifugiert (1000 rpm, 5 min, 4°C). Anschliefend wurden die
Pellets auf Eis gestellt und fiir 1 h inkubiert. Nach beendeter Inkubation wurden die Pellets
vorsichtig durch Rollen resuspendiert. Die Suspensionen wurden in 50 ml Réhrchen auf Ficoll

iberschichtet und zentrifugiert (1200 rpm, 30 min, RT).

<«— Kulturmedium

<+—— B-Zellen/Monozyten/Makrophagen

<+— Ficoll
' <+—— T-Zellen/SRBC

Schema 4.2.: Isolation von SRBC Uber einen Ficoll-Hypaque-Gradienten.

Durch die Zentrifugation sammeln sich Monozyten in der Interphase oberhalb des Ficoll. Im
Pellet befinden sich T-Zellen (Schema 4.2.). Die Interphase wurde mit einer Pasteurpipette
abgenommen, in neue 50 ml Roéhrchen iiberfiihrt, mit PBS verdiinnt und zentrifugiert (1200
rpm, 10 min, RT). Die erhaltenen Pellets (Monozyten) und die Pellets aus dem Ficoll-
Gradienten (T-Zellen) wurden mit je 3 ml Erythrozyten-Lyse-Puffer versetzt. Nach ca. 5 min
bei RT kldren sich die Losungen und die Erythrozyten sind lysiert. Unmittelbar danach

wurden die Suspensionen von Monozyten und T-Zellen getrennt in 50 ml Réhrchen vereinigt
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und zum Beenden der Lyse mit RPMI/10 % FKS aufgefiillt und zentrifugiert (1200 rpm, 10
min, RT). AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Vor dem letzten
Waschschritt wurden 200 pl als Probe fiir eine FACS-Fiarbung und zur Bestimmung der
Zellzahl entnommen. Die gereinigten T-Zellen wurden in kaltes Einfriermedium mit einer

Zellzahl von 4x10’/Réhrchen in Einfrierboxen eingefroren und bei -80°C aufbewabhrt.

Reinigung von Monozyten

Monozyten wurden iiber einen diskontinuierliche Percoll-Gradienten gereinigt. Dafiir wurden
Percoll-Losungen verschiedener Konzentration vorbereitet (Abschn. 3.6.). In Rundboden-
Polypropylenréhrchen wurden 2 ml Percoll (1,045 g/ml) gegeben, welcher mittels einer
langen Kaniile zuerst mit 3 ml Percoll (1,059 g/ml) und anschlieBend wiederum mit 3 ml
Percoll (1,076 g/ml) vorsichtig unterschichtet wurde. Die im vorangegangenem Reinigungs-
schritt erhaltenen Monozyten wurde vorsichtig in PBS resuspendiert und jeder Gradient mit
jeweils 2 ml Monozytensuspension iiberschichtet und zentrifugiert (1200 rpm, 30 min, RT,
ohne Bremse). Die Interphase wurde abgenommen, in 50 ml Roéhrchen tiberfiihrt, mit PBS
aufgefiillt und zentrifugiert (1200 rpm, 10 min, RT). Die Zellen wurden zweimal mit PBS
gewaschen und vor dem letzten Waschschritt wurden 200 pl als Probe fiir eine FACS-
Farbung und zur Bestimmung der Zellzahl entnommen. Monozyten wurden in kaltes
Einfriermedium mit einer Zellzahl von 2x10’/Rohrchen in Einfrierboxen eingefroren und bei -

80°C aufbewahrt.

Charakterisierung der gereinigten Zellen durch FACS

Zur Bestimmung der Reinheit der separierten Proben der Fraktionen von PBMC, T-Zellen
und Monozyten wurden die Zellen mit Anti-CD3, Anti-CD19, Anti-CD14, Anti-CD16, Anti-
CD56 und Anti-HLA-DR geféarbt und mittels DurchfluBzytometrie (FACS) analysiert.

4.1.6. Kultur primarer humaner T-Zellen

Eingefrorene primére T-Zellen wurden fiir jedes Experiment frisch aufgetaut. Dafiir wurden
die T-Zellen im 37°C Wasserbad aufgetaut und rasch in 50 ml warmes RPMI/10% FKS
iiberfiihrt. Durch Zentrifugation (5 min, 1600 rpm, 24°C) wurde der DMSO-haltige Uberstand

entfernt, weitere zweimal mit 50 ml Kulturmedium gewaschen, die Zellen anschlieBend in
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eine geeignete Menge Kulturmedium (RPMI/10 % FKS) aufgenommen und in einer Kultur-

flasche kultiviert. Die aufgetauten T-Zellen wurden nicht ldnger als 3 Tage verwendet.

4.2. \/irologische Methoden

Die eingesetzte MOI (multiplicity of infection), welche die Anzahl infektioser Partikel pro

Zelle angibt, wurde wie folgt berechnet und ist an entsprechender Stelle vermerkt:

Einzusetzende Virusmenge [ml] = MOI x Zellzahl [ml]
TCIDs, [ml]

4.2.1. Zucht des MV Vakzinestammes ED

Zur Virusanzucht wurden Vero-Zellen am Vortag mit warmen ATV abgelost und in 10 250
ml Kulturflaschen mit einer Dichte von 1x10"/Kulturflasche in MEM/5 % FKS ausgesiit.
Nachdem sich ein konfluenter Zellrasen gebildet hatte, wurde das Kulturmedium entfernt, die
Zellen wurden einmal mit MEM ohne FKS gewaschen und mit ED mit einer MOI von 0.01 in
MEM-Medium ohne FKS infiziert und fiir eine Stunde im Brutschrank bei 37°C belassen.
Nach beendeter Inkubation wurde das Inokulum entfernt, vollstindiges Kulturmedium
hinzugefiigt und fiir 3-4 Tage in einen Brutschrank mit einer Temperatur von 33°C kultiviert
bis sich ein ausgeprégter zytopathischer Effekt entwickelte. Danach wurde das Kulturmedium
entfernt, 5 ml steriles PBS/Flasche hinzugefiigt und iiber Nacht bei -20°C eingefroren. Am
folgenden Tag wurden die Zellen rasch aufgetaut und durch Klopfen vom Kultur-
flaschenboden abgeldst. Die Zelltriimmer wurde in 50 ml Zellkulturréhrchen iiberfiihrt und
fiir 15 min bei 3000 rpm, 4°C zentrifugiert. Der Virus-haltige Uberstand wurde in ein neues
Rohrchen tiberfiihrt, auf Eis gestellt und anschlieBend rasch in Einfrierr6hrchen aliqoutiert

und bei -80°C gelagert.
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4.2.2. Zucht des MV Wildtypstammes WTF

Zur Zucht von WTF wurden BJAB-Zellen in RPMI/10 % FKS in einer mittleren 250 ml
Kulturflasche ausgesit. Fiir die Priinfektion wurde die dicht gewachsene Kultur von 5x10’
BJAB-Zellen in einem 50 ml Kulturréhrchen pelletiert (5 min, 1600 rpm, 24°C), mit 5 ml
RPMI ohne FCS wurde resuspendiert und mit WTF einer MOI von 0.01 versetzt und fiir eine
Stunde bei 37°C inkubiert. Danach wurden die Zellen mittels Zentrifugation wieder pelletiert,
in 50 ml Medium tiberfiihrt und fiir 2-3 Tage im Brutschrank bei 37°C bis zur Auspragung
eines zytopathischen Effektes kultiviert. AnschlieBend wurden je 5 ml dieser Pridinfektion zu
je 10 groBlen Zellkulturflaschen BJAB-Kultur (550 ml) hinzugefiigt und fiir weitere 2-3 Tage
die Infektion durchgefiihrt. Die infizierten BJAB-Zellen wurden pelletiert (5 min, 1600 rpm,
24°C) und in 3 ml PBS per Pellet resuspendiert und iiber Nacht bei —20°C eingefroren.
Danach wurden die Zellen Eis aufgetaut und die Zelltriimmer durch Zentrifugation (15 min,
3000 rpm, 4°C) abgetrennt. Der gewonnene Uberstand wurde auf Eis gestellt, in Einfrier-
rohrchen rasch aliqoutiert und bei -80°C aufbewahrt.

4.2.3. Reinigung des MV WTF durch Ultrazentrifugation

Um eine hohere Reinheit und Anreichung der Virusprédparation zu erzielen, wurde eine WTF-
infizierte BJAB-Kultur (10 x 550 ml Kulturflaschen) wie im Abschn. 4.2.2. hergestellt und
die Priparation durch Ultrazentrifugation gereinigt. Zur Virusreinigung wurden die infizierten
Zellen pelletiert und in 5 ml des Uberstandes je Pellet resuspendiert. Pellets und Uberstand
wurden separat bei -20°C eingefroren. Zur Virusreinigung wurden beide Fraktionen im 4°C-
Kaltraum aufgetaut. Alle folgenden Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt. Je 15 ml der
aufgetauten Zellpellets wurden durch 10 x Douncen homogenisiert und anschlieend die
Zelltrimmer durch Zentrifugation abgetrennt (15 min, 3000 rpm, 4°C). Der Uberstand der
durch Homogenisierung aufgeschlossenen Zellen wurde mit den vorher gesammelten
Zellkulturiiberstinden vereinigt. Je 5 ml 25 %-iger Saccharoselosung wurde in Ultra-
zentrifugenrohrchen (Beckman, 25 x 89 mm) gegeben und mit je 32 ml Uberstand vorsichtig
tiberschichtet. Das durch Ultrazentrifugation (90 min, 25 000 rpm, 4°C) erhaltene Viruspellet

wurde in je 1 ml NTE-Puffer resuspendiert, fiir 15 min auf Eis belassen und bei -20°C
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eingefroren. Am folgenden Tag wurden Ultrazentrifugationsréhrchen mit einem
Saccharosegradienten, wie im Schema 4.3. illustriert, beschickt und mit 7 ml Viruslosung

iberschichtet und ultrazentrifugiert (120 min, 25 000 rpm, 4°C).

<+«—— 7 ml Virussuspension

Virus- <+—— 10 ml 30 % Saccharose

haltige Phase —» %
<+— 10 ml 54 % Saccharose

<+—— 5 ml 60 % Saccharose

Schema 4.3.: Saccharosegradient zur Gewinnung gereinigter Viruspartikel.

Die Viruspartikel sammeln sich als weile Bande in der Phase zwischen 30 % und 54 %
Saccharose. Der Saccharosegradient wurde mit einer langen Kaniile durchstochen, die Virus-
haltige Phase vorsichtig abgesaugt, in neue Zentrifugenrdhrchen iibertragen, zum Ausdiinnen
der Saccharose mit NTE-Puffer im Verhiltnis 1:3 gemischt und durch Ultrazentrifugation
pelletiert (90 min, 25 000 rpm, 4°C). Die Uberstinde wurden verworfen und die Pellets in je
200 pl NTE-Puffer resuspendiert, fiir 15 min auf Eis belassen und bei -80°C aufbewahrt. Zur
Gewinnung einer mock-Priparation wurden zusitzlich 10 groBe Kulturflaschen einer nicht-
infizierten BJAB-Kultur wie die Virus-infizierte Kultur behandelt, tiber 25 % Saccharose
ultrazentrifugiert, in NTE-Puffer resuspendiert und bei -80°C aufbewahrt.

Zur Bestimmung der Virusmenge bzw. zur Abschitzung des Gehaltes an Glykoproteinen
wurde 5 pg des gereinigten Virus und 5 ug WTF mit bekanntem Titer (Abschn. 4.2.4.) {iber
ein 10 % SDS-Gel aufgetrennt, die Proteine auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und

mit einem Kaninchen Anti-MV H Serum detektiert Abb. 4.1. zeigt dies an einem Beispiel.
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Uz Uz
WTF WTFI WTFII

Abb. 4.1.: SDS-PAGE Gel zur Bestimmung des
Gehaltes an Glykoproteinen von ultrazentri-
fugierten Virus. Proben von zwei gereinigten
Virusfraktionen wurde zusammen mit einem
Virusstock bekannten Titers iiber ein 10 % SDS-
Gel aufgetrennt und mit einem Anti-MV H Serum
detektiert.

MV H —

4.2.4. Bestimmung des Virustiters TCIDsg

Der TCIDs (tissue culture infectious dosis) gibt die Verdiinnung einer Virus-haltigen Losung
an, die ausreicht, die Hailfte einer Zellkultur zu infizieren. Zur Bestimmung des Virustiters
wurden Vero-Zellen (fiir ED) oder B95a-Zellen (fiir WTF) in einer 96-well-Platte mit einer
Dichte von 1x10° Zellen/well in Kulturmedium ausgesit. Am folgenden Tag wurde eine
Virusverdiinungsreihe in je 1 ml MEM ohne FCS von 10™" bis 10™'° hergestellt. Je 100 pl/well
der jeweiligen Verdiinnungen wurde in 10-fach Ansatz zu den Zellen gegeben und der
Infektionsansatz fiir eine Stunde im Brutschrank inkubiert. Anschlieend wurde das Medium
abgesaugt und die Zellen mit je 200 pl/well Kulturmedium versetzt. Die Ausbildung des
zytopathischen Effektes wurde im Verlauf von mehreren Tagen beobachtet und der Titer nach

5-7 Tagen geméal der Formel von Read & Miinch berechnet:

Formel zur Berechnung des Virustiters TCID50:

(positiv tliber 50%) — 50% = X
(positiv iiber 50%) — (positiv unter 50%)

log TCID50 = (log Verdiinnung iiber 50%) + x * log Verdiinnungsfaktor
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4.3. Experimentelle Methoden

4.3.1. Western Blot

SDS-PAGE

Die Losungen fiir das SDS-PAGE Trenngel wurde nach Tab. 4.1. gemischt und sofort in eine
vorbereitete SDS-PAGE Gelelektrophoresekammer gefiillt und mit 1 ml aqua dest. abgedeckt,
um ein Austrocknen zu verhindern. Nach der Polymerisierung wurde das Trenngel mit dem
Sammelgel tiberschichtet und ein Kamm fiir Probentaschen eingefiigt. Die Gelelektrophorese-
kammer wurde mit 1 x Proteingelpuffer gefiillt und der Kamm entfernt.

Die Proteinproben wurden mit einer geeigneten Menge 2 x SDS-Gelladepuffer versetzt, 5
min bei 100°C denaturiert, auf Eis abgekiihlt und in die Taschen des polymerisierten Geles
aufgetragen. Zum Abschétzen des Molekulargewichtes der zu untersuchenden Proteine wurde
zusétzlich10 pl eines Proteinstandards aufgetragen. Die Proteintrennung erfolgte bei 30 mA

fur 1.5 - 2.5 Stunden.

Tab. 4.1.: Zusammensetzung der SDS-PAGE Gele

Trenngel 10 % Acrylamidgel 12 % Acrylamidgel
Aqua dest 6.5 ml 5.6 ml
1.5 M Tris pH 8.7 4.0 ml 4.0 ml
30 % Acrylamid 5.3 ml 6.4 ml
20 % SDS 80 ul 80 ul
10 % APS 180 pl 180 pl
TEMED 10 ul 10 ul
Sammelgel 4 % Acrylamidgel
Aqua dest. 3.0ml
1 M Tris pH 6.8 0.63 ml
30 % Acrylamid 0.65 ml
20 % SDS 25 ul
10 % APS 50 ul
TEMED 5ul
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Western Blot

Fiir den Blottransfer wurde die Nitrozellulosemembran und das Wortman-Papier auf die
GroBe des Geles zurechtgeschnitten. Die Nitrozellulosemembran wurde fiir circa 10 min in
30 mM Anodenpuffer eingeweicht, das SDS-Gel in Kathodenpuffer gewaschen und eine WB-

Transferkammer wie folgt beschickt:

1. 2 x Wortman-Papier durchtrankt mit Kathodenpuffer

2. SDS-PAGE Gel

3. Nitrozellulosemembran

4. 2 x Wortman-Papier durchtrankt mit 30 mM Anodenpuffer
5. 2 x Wortman-Papier durchtrankt mit 300 mM Anodenpuffer

Die Proteine wurden 1 h bei 110 mA auf die Nitrozellulosemembran transferiert.

Membranblockierung und Antikdrperinkubation

Nach dem Transfer wurde die Nitrozellulosemembran mit 1 x mit PBS gewaschen, in
Blockierungspuffer fiir 1 h bei RT inkubiert und danach 1 x mit Waschpuffer gewaschen. Die
Membran wurde mit Primérantikorper in  Verdiinnungspuffer (Tab. 4.2.) iiber Nacht im 4°C-
Kaltraum auf einem Schiittler inkubiert. Danach wurde die Membran wiederum 3 x fiir mind.
5 min bei RT mit Waschpuffer gewaschen und mit Sekundérantikérper in Verdiinnungspuffer
fiir 1 Stunde bei RT inkubiert. AbschlieBend wurde 3 x fiir mind. 5 min mit Waschpuffer ge-

waschen.

Tab. 4.2.: Verdinnungen der Antikérper im WB

Antikorper Blockierungslosung Verdinnung
Kaninchen Anti-MV H Milch/PBS 1:250 in Milch/PBS
Maus Anti-Moesin Milch/PBS 1:50 in Milch/PBS
Kaninchen Anti-P-ERM BSA/PBS 1:1000 in BSA/PBS
Kaninchen Anti-P-Cofilin BSA/PBS 1:1000 in BSA/PBS
Kaninchen Anti-Cofilin BSA/PBS 1:1000 in BSA/PBS
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Kaninchen Anti-Maus HRP - 1:10 000 in Milch/PBS

Ziege Anti-Kaninchen HRP -- 1:2000 in Milch/PBS

Proteindetektion
Die Membran wurde mit Chemilumineszenzsubstrat (ECL) im Verhiltnis 1:1 fiir 1 min bei
RT inkubiert, iiberschiissige ECL-Losung entfernt, die Membran in einer Filmkassette

verschlossen und sofort im Dunkelraum auf einen Rontgenfilm fiir 1-5 min exponiert.
Densiometrische Auswertung

Die Signalintensitit von WB-Banden wurde mit AIDA Programm, Version 4 (Raytest

Isotopenmefgerite) ermittelt und ausgewertet.

4.3.2. Virusbindung an T-Zellen

Zur Bindung von WTF (oder ED) an T-Zellen wurden die Zellen zentrifugiert (5 min, 1600
rpm, 24°C) und in einer geeigneten Zelldichte in RPMI/1 % FKS resuspendiert. Um die
Aufnahme viraler Partikel zu verhindern wurde zusitzlich FIP (200 uM) zugesetzt. Durch
Gradienten-Ultrazentrifugation gereinigtes Virus (Abschn. 4.2.3.) wurde auf Eis aufgetaut
und in einer MOI von 1 vorsichtig mit den Zellen gemischt. Danach wurde der Ansatz fiir 2
Stunden im 4°C-Kaltraum auf einem Rotator inkubiert, um eine gleichmidBige Durch-
mischung zu gewihrleisten. AnschlieBend wurden die Zellen pelletiert (I min, 6000 rpm,
4°C), in RPMI/1 % FKS/FIP resuspendiert und je nach Assay auf 1x10°/100 pl, 1x10%100 ul

oder 1x107/ml Medium eingestellt und wie unten beschrieben fortgefahren.
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4.3.3. CD3/CD28 Costimulation Virus-behandelter T-Zellen

Fiir Costimulation von T-Zellen wurden Kammerobjekttrager (LabTekll™ chamber slides)
verwendet. Dafiir wurde der Objekttriger zuerst mit 200 pl/Kammer Poly-L-Lysin (0.01 % in
sterilem aqua dest.) fir 10 min bei RT beschichtet, danach zweimal mit 500 pul PBS ge-
waschen. Danach wurde 200 pl/Kammer 50 pg/ml Ziege Anti-Maus IgG (in 50 mM Tris pH
9.0) fiir eine Stunde im Brutschrank inkubiert. Der Objekttriger wurde zweimal mit 500
ul/Kammer PBS gewaschen, bei RT getrocknet und 15 min vor Beginn des Experimentes im

Brutschrank auf 37°C vorgewiarmt.

Abb. 4.2.: Kammerobjekttrager von Nunc (LabTekll™
chamber slides). Die Objekttriager werden mit Antikdrper be-
schichtet und zur Stimulation von T-Zellen eingesetzt.

In der Zwischenzeit wurden Virus- und mock-behandelte T-Zellen fiir 15 min auf Eis gestellt.
Costimulatorische CD3 und CD28 Antikdrper wurden in einer Konzentration von je 1 pg/ml
hinzugefiigt und fiir weitere 15 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden je 100 pl 1x10°
T-Zellen pro Kammer auf die, wie oben erwéhnt, beschichteten Objekttriger gegeben und fiir

die an entsprechender Stelle angegebenen Zeitpunkte bei 37°C in Brutschrank stimuliert.

4.3.4. Analyse von phosphorylierten Proteinen

T-Zellen wurden mit WTF und mock wie im Abschn. 4.3.2. beschrieben behandelt. In der
Zwischenzeit wurde eine 48-well-Platte mit 100 ul/well Ziege Anti-Maus IgG fiir eine Stunde
bei 37°C beschichtet, anschlieBend zweimal mit 200 pul PBS gewaschen. Die Platte wurde vor
Beginn des Experimentes fiir einige Minuten im Brutschrank vorgewédrmt. Pro well wurden je

100 pl 1x10° WTF- bzw. mock-behandelte T-Zellen hinzugefiigt und fiir verschiedene
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Zeitpunkte im Brutschrank mit CD3/CD28 Antikorpern stimuliert (Abschn. 4.3.3.). Unmittel-
bar nach Ende der Stimulation wurde die Platte auf Eis gestellt und die Zellen durch Zugabe
von 100 pl/well kaltem 2 x SDS-Gelladepuffer lysiert. Die Lysate wurden in Eppendorf-
ReaktionsgefiaBe liberfithrt und freigesetzte DNA durch 5 x Auf- und Absaugen mit einer
Einmalkaniile (Gr. 22/GA 26) geschert. AnschlieBend wurden die Proben bei 100°C 5 min
erhitzt, auf Eis abgekiihlt und bis zur weiteren Analyse bei -20°C aufbewahrt. Je 40 pl pro
Probe wurden tiiber ein 10 % SDS-Gel aufgetrennt, die Proteine auf eine Nitrozellulose-
membran transferiert und mit spezifischen Phospho-ERM bzw. Phospho-Cofilin Antikorpern
detektiert (Abschn. 4.3.1.).

4.3.5. Pull down Assay zur Bestimmung der Aktivitdt von Rho GTPasen

Die Messung der GTP-Beladung von Cdc42 und Racl wurden mit einem kommerziell
erhéltlichen Assay der Firma Pierce Perbio durchgefiihrt (Schema 4.4.).

Pro Assayprobe wurden 1x10 T-Zellen eingesetzt und wie beschrieben mit mock- bzw. WTF
behandelt wurden. Die Zellen wurden abzentrifugiert (5 min, 1600 rpm, 4°C), in Assaypuffer
(RPMI, 0.5 % FKS/FIP) resuspendiert und mit CD3/CD28 costimulatorischen Antikérpern
inkubiert (Abschn. 4.3.3.). Je 1 ml Probe wurden auf eine mit Ziege Anti-Maus IgG be-
schichtete 6-well-Platte gegeben und fiir die angegebenen Zeitpunkte im Brutschrank bei
37°C stimuliert. Nach Beendigung der Costimulation wurde die Kulturplatteplatte sofort auf
Eis gestellt, alle weiteren Schritte wurden ebenfalls auf Eis durchgefiihrt. Das Stimulations-
medium wurde in vorbereitete 15 ml Rohrchen in je 3 ml eiskaltes PBS gegeben und kalt
zentrifugiert (5 min, 1600 rpm, 4°C). In der Zwischenzeit wurde die haftenden T-Zellen durch
Zugabe von 500 pul GTPase-Lysepuffer (25 mM Hepes pH 7.5, 150 mM NaCl, 10 mM
MgCl,, 1 mM EDTA, 1 % NP-40, 2 % Glycerol, Proteaseinhibitoren) mit Zellschabern
vollstindig abgekratzt und in ein Eppendorf-Reaktionsgefil iiberfiihrt. Der Uberstand der
zentrifugierten Zellen wurde abgesaugt und das Zellpellet mit dem Lysat vereinigt, gevortext
und 5 min auf Eis inkubiert. Die Zelltriimmer wurden durch Zentrifugation abgetrennt (15
min, 13000 rpm, 4°C). Die gekldrten Lysate wurden in neue Eppendorf-Reaktionsgetfille
tiberfiihrt und die enthaltene Proteinmenge mit einem BCA-Test bestimmt. Jeweils 20 pg
Protein pro Lysat wurden entnommen, mit 2 x SDS-Gelladepuffer versetzt und als

Ladekontrolle im WB eingesetzt. In die >kit< Filtereinsdtze wurde Glutathion-Sepharose-
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Kiigelchen (SwellGel®) und 20 ug Pak1-GST bzw. 400 pg GST-RBD gegeben und mit den
Lysaten fir 1 Stunde im 4°C-Kaltraum unter vorsichtigem Schiitteln inkubiert. Der
Reaktionsansatz wurde im 4°C-Kaltraum durch kurzes Zentrifugieren (3 Sekunden, 11 000
rpm, 4°C) im Filter sedimentiert, die Durchflulésung verworfen und die Sepharose-
Kiigelchen 3 x mit 400 ul Lysepuffer wiederum durch kurzes Zentrifugieren gewaschen.
Durch Zugabe 50 pl 2 x SDS-Gelladepuffer je Filtereinsatz und anschlieBendes kurzes
Erhitzen (5 min, 100°C) wurde die gebundene GTPase von den Kiigelchen gelost und die
Proben sofort 2 min bei 11 000 rpm, RT in neue Reaktionsgefdfle gesammelt. Die erhaltenen
50 ul eluierter Proben und jeweils 20 pg der Zelllysate als Ladekontrolle wurden iiber ein 12
% SDS-Gel getrennt, auf Nitrozellulosemembran transferiert und mit spezifischen Cdc42,

Racl und RhoA Antikérpern detektiert.

Lysat
® ()
e e EJ 1h,
U 4°C Waschen Elution W
— — — > - _ Western
] oo | loe | 77 Blot
= = = *
\/ Immobilisierte Sepharose (SwellGel®) * aktive GTPase @ Fusionsprotein

. . GST-Pak1-PBD
©0©  Rehydrierte Sephrose-Kiigelchen inaktive GTPase

nicht-relevante Proteine im Lysat

Schema 4.4.: Schematisches Protokoll fur die Bestimmung der Aktivitat von Cdc42, Racl und
RhoA im pull down Assay.
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4.3.6. Immunfluoreszenzfarbung

Paraformaldehyd-Fixierung

Die Stimulation der T-Zellen (Abschn. 4.3.3.) wurde durch Zugabe von 500 ul 4% PFA in
PBS gestoppt. Nach 20 min bei RT wurde das Paraformaldehyd vorsichtig abgesaugt.
Anschliefend wurden die Zellen mit 500 pl 0.1 % Triton-X100 auf Eis permeabilisiert.
Danach wurden die Zellen 3 x mit 500 ul PBS gewaschen, um das Triton-X100 zu entfernen.
Zum Blocken unspezifischer Bindungsstellen wurde 500 pl 5 % BSA dazugegeben und 20
min bei RT belassen. Die jeweiligen Primérantikdrper wurden in 1 % BSA verdiinnt, 100
ul/Kammer zugefiigt und tiber Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer im Kiihlschrank
inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Farbungen 4 x mit 200 pl 1 % BSA gewaschen, um
nicht-gebundenen Antikdrper zu entfernen. Die Sekundérantikorper wurden in 1 % BSA
verdiinnt, 100 pl/Kammer 45 min bei RT in einer feuchten Kammer inkubiert. Im Falle einer
Doppelimmunfluoreszenzfarbung wurde Phalloidin-Alexa594 dem Sekundirantikorper
zugefiigt. Die Farbungen wurden mit 4 x 200 pl PBS gewaschen. Um mogliche PBS-Kristalle
zu entfernen, wurden die Firbungen fiir 5 min mit 500 pl aqua dest. bei RT inkubiert.
AnschlieBend wurde die Kammerstruktur entfernt, die Objekttridger kurz getrocknet und mit
einigen Tropfen Eindeckmedium mit einem Deckglas abgedeckt. Bis zur mikroskopischen

Analyse wurden die Objekttriger im Kiihlschrank aufbewahrt.

PHEMO-Fixierung

Zur Visualisierung von Mikrotubulinstrukturen wurde die DC/T-Zell-Konjugatbildung
(4.3.9.) durch Zugabe von je 500 pl 37°C-warmen 1-fach PHEMO-Fix-Losung (146) im
Brutschrank fiir exakt 10 min fixiert. AnschlieBend wurde die fixierten Zellen je zweimal mit
500 pl 37°C-warmen 1-fach PHEMO-Puffer fiir exakt 5 min im Brutschrank inkubiert und
anschlieend je zweimal mit 500 pl PBS fiir 5 min bei RT gewaschen, weitere 10 min mit 500
ul 50 mM NH4CI und abschlieBend dreimal mit je 500 ul PBS gewaschen. AnschlieBend
wurde mit der Blockierung (5% BSA) und der Immunfluoreszenzfarbung (Maus Anti-a
Tubulin Antikdrper) wie oben beschrieben fortgefahren. Eine Permeabilisierung ist nicht

notwendig, da PHEMO-Fix bereits permeabilisierend wirkt.



-55-

4.3.7. T-Zell-Polarisierung

Zur Messung der Polarisierung von humanen T-Zellen wurde 8-Kammer Objekttriager
(LabTekll™ chamber slides) mit 200 pl/Kammer 20 pg/ml humanes Plasmafibronektin in
PBS iiber Nacht bei 4°C immoblisiert. Danach zweimal mit 500 pl/Kammer PBS gewaschen,
die unspezifischen Bindungsstellen mit 2.5% BSA fiir 1-2 Stunden im Brutschrank geblockt,
und anschlieBend 3 x mit 500 pl/Kammer PBS gewaschen. Der Objekttrager wurde 1 Stunde
bei RT getrocknet und 5 min vor Beginn des Experimentes im Brutschrank vorgewérmt. Pro
Kammer wurden 100 pl 2x10° mock- bzw. WTF-behandelte Zellen in PBS fiir 30 min im
Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurde das PBS vorsichtig entfernt, die Zellen mit 4%
PFA fixiert, mit 0.01% Triton-X100 permeabilisiert und mit Alexa 594-konjugiertem
Phalloidin fiir 20 min bei RT geférbt. AbschlieBend wurden die Farbungen 4 x mit 200 pl

PBS gewaschen und T-Zell-Polarisierung mikroskopisch analysiert.

4.3.8. T-Zell-Adhérenzassay

Zur Messung von T-Zell-Adhdrenz wurde 100 pl/well 5 pg/ml rekombinantes humanes
ICAM-1/Fc (in PBS) fiir 2 Stunden bei RT in einer 96-well-Flachbodenplatte immobilisiert.
Danach wurde zweimal mit 200 pl/well PBS gewaschen. Die unspezifischen Bindungsstellen
wurden mit 100 pl/well 2.5% BSA fiir 1-2 Stunden im Brutschrank geblockt, anschlieBend 3
x mit 200 ul PBS gewaschen und 5 min vor Beginn des Experimentes im Brutschrank
vorgewidrmt. Fiir Integrin-unabhingige Kontrollexperimente wurde einige wells mit 0.01 %
Poly-L-Lysin beschichtet. T-Zellen wurden 1 x mit Kulturmedium (ohne FKS) gewaschen
und je 1x10°in 5 ml Medium (ohne FKS) mit 5 pl Calcein-20 (1 pM in DMSO) fiir 15 min im
Brutschrank inkubiert, danach 3 x mit Medium (ohne FKS) durch Zentrifugation (5 min, 1600
rpm, 24°C) gewaschen. Die gefarbten Zellen wurden in Assaypuffer (20 mM Hepes pH 7.4,
140 mM NaCl, 0.5% BSA/FIP) aufgenommen, anschlieend die Zellen mit mock- bzw. WTF
inkubiert, kurz zentrifugiert (1 min, 6000 rpm, 4°C) in Assaypuffer resuspendiert, 100 pl
1x10° Zellen/well in die wells gegeben und LFA-1 durch Zugabe von 100 ul/well 200 uM
MnSO,4 bei 37°C aktiviert. Nach 1 Stunde wurde die Fluoreszenzintensitit mit einem

Fluoroscan Ascent bei 520 nm gemessen. AnschlieBend wurde vorsichtig 100 pl/well
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Medium entnommen, 3 x mit 100 ul/well warmen Assaypuffer gewaschen und die ver-

bliebenen adhdrenten Zellen mit dem Fluoroscan Acent gemessen.

4.3.9. Generierung von dendritischen Zellen (MoDC) aus primdren Monozyten —
Analyse der DC/T-Zell-Konjugatbildung

Zur Generierung von dendritischen Zellen wurden Monozyten wie im Abschn. 4.1.6.
erwihnt, aufgetaut und in einer 6-well-Platte in einer Zelldichte von 1.5x10%well in 3 ml
RPMI/10 % FKS ausgesidt. Dem Medium wurde 500 U/ml GM-CSF und 250 U/ml IL-4
hinzugefiigt. Jeden zweiten Tag wurde das Medium erneuert und mit frischen Wachstums-
faktoren versetzt. Am Tag 6 wurden die so erhaltenen unreifen DC durch Zugabe von 100
ng/ml LPS ausgereift. Die ausgereiften DC wurden am Tag 7-8 fiir Experimente eingesetzt.
Zur Analyse der DC/T-Zell-Konjugatbildung wurden T-Zellen in Medium mit WTF mit einer
MOI von 1 (RPMI/0.5 % FKS/FIP) fiir 2h, 4°C inkubiert. Die Zellen wurden pelletiert (1 min,
6000, rpm, 4°C), in Medium (RPMI/0.5 % FKS/FIP) resuspendiert und auf eine Zell-
konzentration von 2x10°/100 ul eingestellt. In der Zwischenzeit wurden 8-Kammer-
objekttrager (LabTekll™) mit 200 pl/Kammer Poly-L-Lysin (0.01 % in sterilem aqua dest.)
fiir 10 min bei RT beschichtet, anschlieBend 3 x mit je 500 ul PBS gewaschen. Die
Objekttrager wurde vor der Verwendung fiir einige Minuten im Brutschrank erwédrmt. Die
LPS-gereiften MoDC wurden 5 min, 1200 rpm, 24°C zentrifugiert, in Medium (RPMI/0.5 %
FKS/FIP) resuspendiert und auf eine Zellmenge von 0.5x10°/100 pl eingestellt. Zur Beladung
des MHCII-Rezeptors wurden 1 pg/ml SEA und 1 pg/ml SEB hinzugefiigt, vorsichtig
gemischt und fiir 15 min im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden je 100 ul MoDC
pro Kammer hinzugefiigt und fiir weitere 15 min im Brutschrank adhériert. Zur T-Zell-
Suspension wurde ebenfalls 1 pg/ml SEA und 1 pg/ml SEB zugegeben und 100 pl T-
Zellen/Kammer zu den MoDC gegeben, womit sich ein DC/T-Zell-Verhéltnis von 1:4 ergab.
Die Konjugatbildung wurde flir 20-25 min im Brutschrank durchgefiihrt. Danach wurden
vorsichtig 100 ul des Mediums entfernt, unmittelbar 500 ul 4% PFA zugefiigt und die Zellen
fiir 10 min bei RT fixiert. Die Immunfluoreszenzfarbung wurde wie im Abschn. 4.3.6.

fortgefiihrt.
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4.3.10. Transfektion von primaren T-Zellen

Zur Transfektion von primiren T-Zellen wurde der Amaxa Nucleofector™ kit nach dem
empfohlenem Protokoll verwendet. Dafiir wurden T-Zellen am Vortag aufgetaut. Zur Vor-
bereitung wurden die zu transfizierende Plasmid-DNA Aktin-eGFP (p4010, Clontech), die T-
Zell-spezifische Nucleofector™-Losung fir 30 min bei RT und 3 ml Kulturmedium
(RPMI/10% FKS) im Brutschrank erwirmt. Pro Transfektion wurden 1x10’ T-Zellen in
einem 15 ml Réhrchen pelletiert (5 min, 1600 rpm, 24°C), das Medium vollstindig abgesaugt
und das Zellpellet mit 100 pl Nucleofector™ -Losung resuspendiert. AnschlieBend wurde 10
ug Plasmid-DNA hinzugefiigt und vorsichtig gemischt. Der Ansatz wurde luftblasenfrei in die
zertifizierte Amaxa-Kiivette iiberfiihrt und das T-Zell-spezifische Programm U-14 gewihlt.
Die transfizierten T-Zellen wurden in 37°C warmen Kulturmedium (RPMI/10% FKS)

aufgenommen und 24 h nach der Transfektion fiir die mikroskopische Analyse eingesetzt.

4.3.11. Live cell imaging

Persistierend ED-infizierte U251p-Zellen wurden am Vortag mit einer Zelldichte von
1x10°/Kammer in 500 pl Kulturmedium (RPMI/5% FKS) in 8-Kammerdeckgliser (LabTek™
chamber slice) ausgesit. Zur Kontrolle wurden nicht-infizierte U251-Zellen ausgesét. Vor der
Analyse wurden die Zellen einmal mit 500 pl Kulturmedium gewaschen und 200 ul RPM/5
% FKS/FIP/Hepes pro Kammer zugegeben. Um eine bessere Pufferwirkung zu erzielen
wurde das Medium mit 25 mM Hepes pH 7.4 supplementiert. Aktin-eGFP-transfizierte T-
Zellen wurden pelletiert (5 min, 1600 rpm, 24°C), in RPMI/5 % FKS/FIP/Hepes resuspendiert
und bis zur Analyse im Brutschrank gehalten. Fiir jede Analyse wurden 100 pl 4x10° T-
Zellen frisch zu U251-Zellen hinzugefiigt und die Kammer sofort mittels konfokalem
Mikroskop analysiert. Zusétzlich wurde ein Objekttischheizer und Objektivheizung (von

Zeiss) eingesetzt, mit dem die Zellen bei 37°C gehalten werden konnten.
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4.3.12. Konfokale Mikroskopie

Konfokale Mikroskopie wurde mit Zeiss LSM510 Meta durchgefiihrt (Software Version 3.2
SP2), ausgestattet mit einem Axiovert 200 Mikroskop und einem 63 x Ol-Immersionsobjektiv
(Numerische Aperatur 1.4 Plan Apochromat). Die Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe
erfolgte mit den 488- oder 564-nm-Laserkennlinien (Argon/Helium-Neon-Laser). Vertikale z-
Stapel wurden mit 20 optischen Schnitten durch die gesamte Zelle im Abstand von 0.5 um
aufgenommen. Anhand dieser Bilddaten wurden 3-dimensionale Bilder mit einer integrierten
Software von Zeiss rekonstruiert. Die 3-dimensionale Darstellung entsteht aus der Summe der
zweidimensionalen Bilder (xy-Dimension), die in verschiedenen Fokusebenen aufgenommen
werden, wodurch sich die gesamte rdumliche Information der Probe ergibt (3D - xyz-
Dimension). Da in der Fluoreszenzmikroskopie Licht oberhalb- und unterhalb der Fokusebene
vor allem bei der Aufnahme von z-Stapel zu einem verrauschten Bild fiihren kdnnen, wurde
bei einigen Analysen eine 3D-Dekonvolutionsoftware (Zeiss) angewendet. Mit Hilfe dieser
Softwarelosung kann das storende Streulicht mathematisch zum Ursprungsort zuriickge-
rechnet werden. Durch Dekonvolution-Methoden wird der Verzerrungsgrad (PSF - Point-
Spread-Function) berechnet. Somit wird die verzerrte Struktur ,,entfaltet (=Dekonvolution).

Das Ergebnis ist eine entrauschte Darstellung, hohere Aufldsung und bessere Bildqualitit.

4.3.13. Rasterelektronenmikroskpopie

Die Rasterelektronenmikroskopie wurde in der Abt. Elektronenmikroskopie am Biozentrum
der Universitit Wiirzburg durchgefiihrt. Zur Vorbereitung wurden je 5x10° T-Zellen wie
bereits beschrieben mit mock- bzw. WTF-behandelt und auf 12 mm Deckgldschen in einer
24-well-Platte mit CD3/CD28 Antikorpern fiir 10 min bei 37°C costimuliert. Um die
Reaktion abzustoppen und zu fixieren, wurden zu je 100 pl T-Zellen 600 pl kaltem 6.25 %
Glutaraldehyd in 50 mM Phosphatpuffer pH 7.2 hinzugefiigt, fir 10 min bei RT und
anschliefend bei 4°C iiber Nacht belassen. Am ndchsten Tag wurden die fixierten Zellen in
der Abteilung Elektronenmikroskopie mit Aceton entwissert, anschlieend ,Kritisch-Punkt’-

getrocknet und mit einem Rasterelektronenmikroskop Leica DSM 962 analysiert.
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5. Ergebnisse

5.1. T-Zell-Stimulation durch CD3/CD28 Ligation

Die Aktivierung des T-Zell-Rezeptors (TCR) fiihrt zur Aktivierung von Signalkaskaden, die
fiir eine vollstdndige T-Zell-Aktivierung und fiir eine funktionelle Immunantwort erforderlich
sind. Eine volle Aktivierung von T-Zellen erfordert neben TCR-vermittelten Signalen
zusdtzliche costimulatorische Signale, z.B. durch CD2 und CD28 Rezeptoren. Fiir die
Costimulation in vitro gibt es mehrere Moglichkeiten, (i) Aktivierung von T-Zellen durch
CD3 und CD28 Antikorper, die in Losung zur T-Zell-Suspension hinzugefiigt werden, (ii)
durch CD3 Antikdrper in Kombination mit anderen Antikorpern, die an Rezeptoren binden,
die ebenfalls costimulatorisch wirken kénnen (z.B. CD2, CD28, CD86, Flotilline, 147) und
(ii1) durch CD3/CD28-Antikorper, die mit einem Anti-Maus IgG Antikorper ligiert werden.
Die letztgenannte Methode 148t sich “in Losung™ durchfiihren oder durch die so genannte
Platten-gebundene Methode, bei welcher Zellkulturplatten mit Antikorper beschichtet sind.
Im Gegensatz zum loslichen System konnen Platten-gebundene Antikorper T-Zellen nicht
simultan alle auf der Oberfliche exponierte TCR ligieren. Stattdessen ermoglichen Platten-
gebundene AntikOrper einen polarisierten Stimulus und fithren zu morphologischen
Anderungen der Zellen, die Rezeptoren in den Kontaktbereich der aktivierten Oberfliche
translozieren. Der Kontakt aktivierter T-Zellen mit Platten-gebundenen Antikérpern fiihrt zu
drastischen morphologischen Anderungen und Reorganisationen des Zytoskeletts. Damit ist
diese Methode ausgezeichnet geeignet, um TCR-abhéngige Signalwege zu untersuchen, die
zur Aktivierung von Zytoskelett-Komponenten und morphologischen Verdnderungen fiihren.
In vorliegender Arbeit wurden ein aus der Literatur adaptiertes Protokoll etabliert, bei dem T-
Zellen mit CD3/CD28 Antikdrpern inkubiert und anschlieBend fiir unterschiedliche Zeit-
punkte auf mit Anti-Maus IgG-beschichtete Kulturplatten oder Objekttriger gegeben werden
(148,149). Infolgedessen kann das Zellvolumen um das Mehrfache vergroflert werden. Abb.
5.1. zeigt dies an einem Beispiel. T-Zellen wurden auf Objekttragern flir die angegebenen
Zeitpunkte mit CD3/CD28 costimuliert, fixiert, permeabilisiert und F-Aktin mit Phalloidin-
Alexa594 gefirbt.
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(A) unstimuliert

(B) 5 min CD3/CD28 (C) 10 min CD3/CD28

7

Abb. 5.1.: F-Aktin Farbung von T-Zellen. Konfokale Aufnahmen von unstimulierten (ruhenden) T-
Zellen (A) und CD3/CD28 costimulierte T-Zellen (B,C). Die Zellen wurden mit 4 % PFA fixiert, mit
0.01 % Triton-X100 permeabilisiert und mit Phalloidin-Alexa594 gefarbt (Mafistab 5 um). Die Pfeile
weisen auf Filopodien- (B) und Lamellipodien-Strukturen (C) hin.

Im ruhenden Zustand weisen T-Zellen eine runde Form auf. F-Aktin, als Hauptbestandteil des
intrazelluldren Zytoskelettes, ist in einer ringformigen Struktur unterhalb der Zell-membran
lokalisiert (Abb. 5.1.A). Unmittelbar nach dem initialen Kontakt mit Platten-gebundenen
Antikérpern (Abb. 5.1. B und C) kommt es zur Aktivierung des Zytoskeletts, die Zellen
verbreiten sich auf dem Objekttriger und es kommt zur Ausbildung peripherer Aktin-reicher
Zonen. Die Pfeile in Abb. 5.1.B und C geben die Spitze von Filopodien- und Lamellipodien-
Strukturen an, die von den reagierenden Zellen radial ausgedehnt werden. Der
Antikorperkontakt initiiert die Ausbildung kleiner filopodialer Strukturen (Pfeil in Abb. 5.1.

B), die im Zeitverlauf zu Lamellipodien-Strukturen auswachsen. Wahrscheinlich treiben
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Lamellipodien und Aktin-reiche Zonen (Pfeil in C) die Ausbildung fester Kontakte zwischen
T-Zellen und Objekttriger an. Nachdem die Antikorper-induzierte Aktivierung ein Maximum
zwischen 10-15 min nach dem initialen Kontakt erreicht, bilden sich im Aktin-Ring nach

etwa 15-20 min Liicken und die gebildeten Strukturen brechen zusammen.

(A) (B)

Abb. 5.2.: Projektion eines z-Stapels auf einer horizontalen Flache einer F-Aktin gefarbten T-
Zelle. Die Seitenansicht (A) und die 3D-Rekonstruktion (B) zeigen die polarisierten Struktur der fiir
10 min CD3/CD28 costimulierten Zelle.

Da aufgrund TCR-induzierter Aktivierung innerhalb weniger Minuten F-Aktin getriebene
Strukturen gebildet werden, wurde dieses experimentelle System fiir die vorliegende Arbeit
verwendet, um den Einfluss der Bindung von MV an T-Zellen auf Polymerisierung des
Zytoskelettes und ebenso auf die Lokalisation anderer Protein zu untersuchen. Des weiteren
besteht die Moglichkeit die Zellen auf geeigneten Kulturplatten zu stimulieren, anschlieBend
direkt zu lysieren und die Zelllysate fiir Western Blot Analysen zu verwenden. Das Schema

5.1. zeigt den allgemeinen Versuchsaufbau.
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Gereinigte humane T-Zellen
(Ruhestadium)

l

Bindung von MV (MOl 1)
bzw. mock an T-Zellen bei
4°C, 2h Virusbindung — aber keine Aufnahme

FIP

l

Aktivierung der Zellen bei 37°C
durch CD3/CD28 Stimulation

o - Western Blot Analyse
Vollstandige T-Zell . - Mikroskopische Analyse
Aktivierung - GTPase Aktivierungsassay

Schema 5.1.: Schematisches Protokoll des allgemeinen Versuchsaufbaus. Gereinigte humane T-
Lymphozyten werden mit MV bzw. mock in Gegenwart von FIP inkubiert. Der Fusionsinhibitor
erlaubt die Bindung von MV, verhindert aber die Aufnahme viraler Partikel. Anschlieend werden die
Zellen durch CD3/CD28 Ligation aktiviert und das Aktivierungsprofil anhand verschiedener
Methoden analysiert.

Fiir die Experimente wurden aus Leukaphereseblut gereinigte primire humane T-Zellen
eingesetzt, die mit MV bzw. mock (Zellkulturiiberstand nicht-infizierter Zellen) in Gegenwart
von Fusionsinhibitor (FIP) fiir 2 h bei 4°C inkubiert (Schema 5.1.) wurden. Dadurch wird
gewihrleistet, das es zwar zu einer effizienten MV-Bindung an die Zelloberflache kommt, die
Aufnahme viraler Partikel aber verhindert wird. Das MV Virus bindet an die Zellmembran
bzw. an die Rezeptoren, kann die Zellen aber nicht mehr infizieren. Danach erfolgte die
Costimulation mit CD3/CD28 Antikorpern bei 37°C fiir verschiedene Zeitpunkte. An-
schlieBend wurden die Zellen mittels Immunfluoreszenz gefarbt und mikroskopisch
analysiert, oder unmittelbar nach der Stimulation lysiert und die Aktivierung verschiedener
Signalproteine durch Western Blot Analyse detektiert. Obwohl eine effiziente T-Zell-

Aktivierung eine Stimulation des TCR erfordert, werden auch andere costimulatorische



-63 -

Signale bendétigt. Interessanterweise wurde gezeigt, dass CD46, der Rezeptor fiir MV ED, ein
potentes costimulatorisches Molekiil fiir humane T-Zellen ist und zu einer starken T-Zell-
Proliferation fiihrt (150). Um eine Interferenz der Signale zu vermeiden wurde in vorliegender
Arbeit im wesentlichen nur WTF eingesetzt. Auch CD150, der Rezeptor fiir alle MV Stimme,
kann T-Zellen costimulatorisch aktivieren, allerdings ist das Molekiil auf ruhenden humanen

T-Zellen nicht exprimiert und spielt daher fiir diese Arbeit keine Rolle (96).

5.2. WTE-Bindung an T-Zellen verhindert Transport von Vav an die Plasmamembran

Vav, der GEF (guanine exchange factor) fiir die Familie der Rho GTPasen Cdc42 und Racl,
katalysiert den Austausch der inaktiven GTPase von der GDP-gebundene in die aktive GTP-
gebundenen Konformation. Der Transport und die Involvierung in den TCR-Komplex ist
Vorraussetzung fiir die Aktivitit des Proteins (97). Dadurch kann Vav mit weiteren Signal-
molekiilen interagieren. Anhand von Membran-raft-Gradientenzenrifugation wurde gezeigt,
dass MV Proteine vor allem in den Membran-raft-enthaltenen Fraktionen zu finden sind (96).
Des weiteren enthielten diese Fraktionen nach CD3/CD28 Ligation deutlich weniger Vav
Protein als die mock-behandelten Zellen. Daher wurden T-Zellen mit mock-bzw. WTF
inkubiert, durch CD3/CD28 fiir 10 min costimuliert und nach Immunfluoreszenzfiarbung
mikroskopisch analysiert (Abb. 5.3.).

In mock-behandelten Zellen zeigt Vav eine starke Membranlokalisation nach CD3/CD28
Ligation, wiahrenddessen diese in WTF-behandelten Zellen drastisch reduziert ist. Durch den
Kontakt mit Platten-gebundenen Antikorper konzentriert sich Vav in den Kontrollkulturen in
so genannten Aktivierungsclustern, dagegen sind die Cluster in WTF-behandelten Zellen nur
ungleichmédfig ausgeprigt. Die Membranbindung von WTF bewirkt ein lokales Zusammen-
schieben des Vav-Proteins (Pfeil in 5.3.) an der Kontaktstelle und Colokalisation von MV und

Vav, angezeigt durch ein gelbes Uberlappungssignal.
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mock

WTF

Uberlagerung

Abb. 5.3.: WTF-Bindung an T-Zellen verhindert den Transport von Vav zur Plasmamembran.
Die Zellen wurden mit WTF (MOI 1) inkubiert, durch CD3/CD28 Ligation fiir 10 min costimuliert,
mit 4 % PFA fixiert, mit Vav und MV-Serum geféarbt und mit dem konfokalen Mikroskop analysiert.
Zur erkennen ist die Membranlokalisation von Vav in mock-behandelte Zellen und eine deutliche
Reduktion in WTF-behandelten Zellen. Auflerdem scheint die Ausbildung der Aktivierungscluster
gestort zu sein. Die Membranbindung von WTF bewirkt ein lokales Zusammenschieben des Vav-
Proteins in der Kontaktzone (Pfeil). Die Aufnahmen zeigen die xy-Ebene durch den mittleren Bereich
der Zellen, etwa 3 um oberhalb des Objekttrigers. Uber 100 Zellen je Firbung wurden analysiert.
(MaBstab 5 um)

5.3. Aktivierungscluster und Lokalisation der GTPasen Cdc42 und Racl ist in
CD3/CD28 stimulierten T-Zellen nach WTFE-Bindung veréndert

Der verdnderte Transport und die Verteilung des Vav Proteins sollte einen Einflul auf die
Aktivierung von Rho GTPasen haben, welche verschiedene Rezeptor-stimulierte Zytoskelett-
verdnderung kontrollieren und so Morphologie, Adhédsion und Bewegung von Zellen
regulieren (103). T-Zellen wurden mit mock- bzw. WTF fiir 2 h bei 4°C inkubiert,
anschlieBend mit Platten-gebundenen Antikérpern durch CD3/CD28 Ligation stimuliert. Die
Aktivierung wurde durch Fixierung gestoppt und eine Immunfluoreszenzfarbung mit Cdc42

und Racl spezifischen Antikorpern durchgefiihrt. Um eine bessere Bildauflosung der durch
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die CD3/CD28 Ligation induzierten Aktivierungscluster zu erhalten, wurden konfokale z-
Stapel der xy-Ebenen analysiert und eine Dekonvolution der Aufnahmen durchgefiihrt. Die
Aufnahmen in Abb. 5.4.A zeigen die Ebene, in der die Zellen in engem Kontakt mit den
Platten-gebundenen sind, d.h. eine Objekttradger-nahe Ansicht. In der Kontrollzelle gut zu
erkennen sind die konzentrierten Cdc42 Aktivierungscluster, die sich auch in die
Membranausdehnungen hineinziehen (Pfeil in 5.4.A). Dagegen zeigen die WTF-behandelten
Zellen morphologische Verdnderungen, deutlich verkiirzte Lamellipodien und nur geringfiigig
ausgebildete Cluster. Die selben Verdnderungen finden sich auch in fiir Racl-gefarbten Zellen
(Abb. 5.4.B). Diese konfokalen Aufnahmen zeigen die mittlere Zellebene. Gut zu erkennen
ist die drastisch verringerte ringformige Membranlokalisation von Racl. Des weiteren ist
Racl nur sehr schwach in Aktivierungsclustern konzentriert. Die quantitative Analyse der
WTF-behandelten T-Zellen ergab, bezogen auf die Gesamtzahl der untersuchten Zellen, fiir
Cdc42 ~30 % und fiir Racl ~20 % verringerte Membranlokalisation im Verhéltnis zu
Kontrollzellen. Dagegen konnte in der Verteilung von RhoA kein Unterschied zwischen mock
und WTF-behandelten Zellen gefunden werden (Abb. 5.4.C). Wie in Abb. 5.8. gezeigt, sind
WTF-behandelte T-Zellen ~50 % weniger adhdrent und gehen damit bei der Immun-
fluoreszenzanalyse verloren. Vermutlich ist die Anzahl der T-Zellen, die nach WTF-Bindung

verandert sind, deutlich hoher.
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Abb. 5.4.: Cdc42 und Racl Verteilung in mock- bzw. WTF-behandelten CD3/CD28 stimulierten
T-Zellen. T-Zellen wurden mit mock oder WTF inkubiert, fiir 10 min costimuliert, mit 4 % PFA
fixiert und mit Cdc42, Racl und RhoA gefirbt. (A) Ein Z-Stapel von 20 optischen xy-Schnitten
wurden aufgenommen und mit der LSM510 Software dekonvuliert. Abgebildet ist die untere Ebene
kurz iiber dem Objekttrager, bei der die Zellen im direkten Kontakt zu den Platten-gebundenen
Antikdrper sind. Die Bereiche mit hoherer Signalintensitit entstehen durch Uberlagerung von
Clustern. Die Zellen wurden in der mittleren Schnittebene dargestellt. (MaBstab 5 pm) (B)
Quantitative Analyse von Cdc42 und Racl gefarbten Zellen. Dafiir wurden zehn gleich grofle
Mikroskopfelder ausgewertet. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhingigen Experimenten.

Um zu untersuchen, inwieweit die WTF-Bindung an die Membran auch die GTP-Beladung
und damit die Aktivitit der GTPasen beeinflusst, wurden T-Zellen durch CD3/CD28 Ligation
fiir verschiedene Zeitpunkte costimuliert, lysiert und GTPase-Aktivitit anhand eines pull
down Assays nachgewiesen (Abb. 5.5.). Der Assay basiert auf dem Prinzip, dass die aktive
GTPase iiber die Bindung an ein spezifisches Effektorprotein aus dem Lysat ,herausgezogen’
und durch Western Blotting mit einem spezifischen Antikdrper nachgewiesen wird (Schema

5.2.).

Inkubation + % @

2

Glutathion-Agarose

l Elution

SDS-PAGE
WB

Schema 5.2.: Schematische lllustration des GTPase pull down Assays. Die GTPase Bindungs-
domine das jeweilige Effektormolekiil als rekombinantes GST-Fusionsprotein (PBD oder RBD), dass
an Glutathion-Sepharose immobilisiert ist. GST-Pakl PBD oder GST-Rhotekin RBD wird mit dem
Lysat von stimulierten T-Zellen inkubiert, die aktive GTPase eluiert und durch WB mit einem
spezifischen Antikorper analysiert.
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GTPasen wechseln zwischen dem inaktiven GDP- und dem aktiven GTP-gebundenen Status,
welcher durch Vav katalysiert wird. Als GTPase-Bindungsdomine dient die N-terminale
regulatorische Region der p21l-activated-kinase 1, welche die p21-Bindungsdomine (PBD)
fiir Cdc42 und Racl enthélt, und die N-terminale Region von Rhotektin, welches die RhoA-
Bindungsdoméne (RBD) enthilt. Die GTPase-Bindungsdoméne ist rekombinant exprimiertes
Glutathion-S-Transferase Fusionsprotein, das an Glutathion-Sepharose immobilisiert ist und
zur Affinititsprazipitation (pull down) der aktiven GTPase verwendet wird.

Nach 5 min CD3/CD28 Ligation in mock-behandelten Zellen weisen die GTPasen Cdc42 und
Racl eine hohe GTP-Beladung auf (Abb. 5.5.A) und sinkt in den spiteren Zeitpunkten der
Stimulation stark ab. Dagegen zeigen WTF-behandelte Zellen zu keinem Zeitpunkt der
Stimulation eine GTP-Beladung. Da die GTPase RhoA nicht durch Vav aktiviert wird, ist es
nicht iiberraschend, dass die GTP-Beladung von RhoA in WTF-behandelten Zellen nicht
reduziert ist. Allerdings ist RhoA in nicht-stimulierten Zellen leicht erhoht und verstirkt

aktiviert nach CD3/CD28 Costimulation (Abb. 5.5. A und B).
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Abb. 5.5.: Analyse der GTP-Beladung von Cdc42, Racl und RhoA in CD3/CD28 stimulierten
Zellen nach WTF-Bindung. (A) Mock- bzw. WTF-behandelte T-Zellen wurden durch CD3/CD28
Ligation costimuliert, mit GTPase Lysepuffer lysiert, die gewonnen Lysate (Proteingehalt 300 pg) mit
20 pg GST-Pakl PDB bzw. 400 pg GST-RBD inkubiert, aktive GTPasen eluiert und durch Western
Blotting mit einem spezifischen Antikdrper detektiert. Zusatzlich wurden 20 pg der Zelllysate als
Ladekontrolle aufgetragen. (B) Quantitative Auswertung der WB Analyse in A.



-70 -

5.4. MV-Binding an T-Zellen interferiert mit CD3/CD?28 stimulierter Aktivierung von F-

Aktin und Membranexpansion

Um zu untersuchen, ob die durch WTF-Bindung induzierte Verdnderung in der GTP-
Beladung der Rho GTPasen einen Einfluss auf die CD3/CD28 stimulierte Aktivierung von F-
Aktin hat, wurden WTF bzw. mock-behandelte T-Zellen fiir 2 h, bei 4°C inkubiert und fiir 10
min bei 37°C auf costimulatorischen Objekttragern aktiviert. Auf den mikroskopischen
Aufnahmen (Abb. 5.6.) ist zu erkennen, dass mock-behandelte T-Zellen das typische stark
aktivierte F-Aktin und ausgedehnte Strukturen von Lamellipodien (Pfeil in A) an den Randern
ausbilden, welche die planare Struktur auf den AntikOrper-beschichteten Objekttriger
vorwirts treibt. Dagegen zeigen WTF-behandelte T-Zellen eine andere Morphologie. Die
Form ist unregelmiBig und die Ausbildung der Lamellipodien-Strukturen ist deutlich

reduziert. Zu erkennen ist das vermutlich nicht vollstindig reaktivierte F-Aktin (Pfeil in B).

(A) mock (B) WTF

Abb. 5.6.: WTF-Bindung an T-Zellen verhindert eine vollstandige Polymerisierung von F-Aktin
nach CD3/CD28 Ligation. T-Zellen wurden fiir 10 min durch CD3/CD28 Ligation aktiviert, die
Stimulation wurde durch Zugabe von 4 % PFA beendet, permeabilisiert und mit Phalloidin-Alexa594
gefarbt. (A) Mock-behandelte Zellen zeigen polymerisiertes F-Aktin und weite Ausdehnung der
Membran. (B) F-Aktin WTF-behandelter Zellen (MOI 1) ist unvollstindig polymerisiert und die
Zellen sind nur wenig verbreitert. ( Maf3stab 10 um)
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Um zu untersuchen, welchen Einfluss die MV-Bindung auf die Ausbildung von
Lamellipodien und Filopodien hat, wurden ED oder WTF-behandelte T-Zellen zusatzlich zur
F-Aktin Farbung mit einem humanen MV Serum gefarbt (Abb. 5.4.). Die Kontrollzelle in
Abb. 5.4.A zeigt gleichméaBig radial ausgedehnte Lamellipodien-Strukturen. Dagegen weisen
MV-gebundene Zellen deutlich reduzierte Lamellipodien und ungleichméfige Membranaus-
dehnungen auf (Abb. 5.4.B). Das gelbe Uberlagerungssignal zeigt durch die MV-Bindung
polymerisiertes F-Aktin. Offenbar scheint bereits die lokale Bindung von MV an die

Zelloberflache den Umbau des Zytoskeletts drastisch zu beeinflussen.

(A)  mock

F-Aktin

(B) MV

F-Aktin Uberlagerung

F-Aktin ED Uberlagerung
-

Abb. 5.7.: Colokalisation von MV mit F-Aktin in CD3/CD28 costimulierten T-Zellen. Wie bereits
beschrieben, wurden die Zellen mit mock (A) bzw. MV (B) inkubiert, fiir 10 min aktiviert, mit 4 %
PFA fixiert, permeabilisiert und mit Phalloidin-Alexa594 und einem MV Serum gefarbt.
Colokalisation von MV mit F-Aktin erscheint als gelbes Uberlagerungssignal. (MaBstab 5 um)
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Diese unvollstindige Reorganisation von F-Aktin sollte auch zu einer verminderten Adhésion
von T-Zellen fiihren, da eine vollstindige Aktivierung des Zytoskelettes essentielle
Vorrausetzung fiir Adhésion ist. Aus Abb. 5.8. geht hervor, das WTF-behandelte T-Zellen auf
Antikorper-beschichteten Objekttragern zu ca. 60 % weniger effizient adhdrieren als mock-
behandelte Kontrollzellen. Die Fahigkeit zur Adhédsion von Leukozyten ist eine wichtige
Eigenschaft von T-Zellen. Adhésion resultiert aus der Interaktion des Zytoskeletts mit
Proteinen der Extrazelluldrmatrix und beinhaltet Rezeptor-vermittelte Prozesse, welche mit
der Aktivierung von Integrinen verbunden sind. Daher wurde die Integrin-vermittelte
Aktivierung und Polarisierung untersucht und ist im nachfolgendem Ergebnisteil

beschrieben.

120 4
100
80 -

60 -

% gezahlte Zellen

mock WTF

Abb. 5.8.: Adhasion WTF-behandelter T-Zellen ist auf Antikdrper-beschichteten Objekttragern
drastisch reduziert. F-Aktin gefarbte T-Zellen von zehn gleich groBlen Mikroskopfelder wurden
ausgezihlt. Mittelwerte aus drei unabhédngigen Experimenten sind dargestellt. Mindestens 200 Zellen
pro Férbung wurden gezéhlt.

5.5. WTEF beeinflul3t T-Zell-Polarisierung und Adharenz auf Fibronektin

Eine weitere sehr wichtige Eigenschaft von Leukozyten, bei der dem Zytoskelett eine
essentielle Bedeutung zukommt, ist die Fahigkeit zur Polarisierung und Migration von T-

Zellen. Um zu untersuchen, ob die Bindung von WTF an T-Zellen die Polarisierung der
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Zellen beeinflusst, wurden mock- bzw. WTF- behandelte Zellen auf Plasmafibronektin-
beschichtete Objekttrager gegeben. Fibronektin ist ein Bestandteil der Extrazelluldrmatrix.
Durch Interaktion von B-Integrinen auf der Oberfldche von T-Zellen mit Fibronektin wird die
T-Zell-Polarisierung induziert. Abb. 5.9.A zeigt zwei Beispiele fiir mock-behandelte T-
Zellen. Migrierende T-Zellen zeigen amoboide Morphologien. Der Pfeil in Abb. 5.9.A gibt
die Bewegungsrichtung der T-Zelle an. Diese Form wird als ,,Handspiegel“ bezeichnet,
welche sich aus drei unterschiedlichen Kompartimenten zusammensetzt, der fiihrenden Front,
mit einem hohen Gehalt an F-Aktin, dem Hauptkdrper mit dem Zellkern und der hinteren

Projektion, dem Uropod, der die motilen Zelle vorwirts treibt.

(A) mock WTF

.

(B) 120 -
100 -

80
B adhéirente Zellen
B Uropodien

60 -

Prozent

40 +
20 +

mock WTF
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Abb. 5.9.: Polarisierung von T-Zellen ist in WTF-behandelten Zellen drastisch gestort. (A) T-
Zellen wurden mit mock bzw. WTF inkubiert und fir 30 min auf Fibronektin-beschichteten
Objekttrager aktiviert. AnschlieBend wurde mit 4 % PFA fixiert, permeabilisiert, mit Phalloidin-
Alexa594 das F-Aktin gefarbt und mikroskopisch analysiert (Mafstab 5 pm). (B) Quantitative
Auswertung der polarisierenden T-Zellen. Ausgezéhlt wurden 10 gleich grof3e Mikroskopfelder. Die
Werte sind Mittelwerte aus 3 unabhéngigen Experimenten.

WTF inkubierte T-Zellen zeigen zwar ein teilweise polymerisiertes F-Aktin, aber die
Morphologie unterscheidet sich deutlich von der der Kontrollzellen, die Ausbildung des
Uropods ist deutlich reduziert. Die quantitative Auswertung in Abb. 5.9.B zeigt, dass WTF-
behandelte Zellen nahezu vollstindigen (>70 %) Verlust an Uropodien aufweisen. Eine
unvollstindige T-Zell-Polarisierung kann signifikante Folgen fiir die Funktion von T-Zellen
in vivo haben, da die Féhigkeit zur Migration eine essentielle Eigenschaft von Leukozyten ist.
Eine weitere Moglichkeit zur Visualisierung von motilen T-Zellen (live cell imaging) wird in
Abb. 5.11. gezeigt.

Des weiteren wurde untersucht, ob LFA-1 in WTF-behandelten T-Zellen aktiviert werden
kann. LFA-1 spielt eine Hauptrolle in der Initiierung der Immunantwort, indem das Protein
die adhédsive Verbindung des Kontaktes von T-Zellen mit APC in der immunologischen
Synapse vermittelt. Eine Aktivierung von LFA-1 kann induziert werden durch, (i)
stimulatorische LFA-1 Antikorper, (i1) durch andere stimulatorische Antikorper oder (iii)
durch bivalente Kationen, wie Mg”>" oder Mn>". Die Aktivierung von LFA-1 fiihrt zu
konformationellen Anderungen in der Ectodomine von Integrinen, wodurch die Affinitit zu
ICAM-1 deutlich erhoht wird. Die Aktivierung von LFA-1 auf T-Zellen resultiert erst in
Adhésion auf immobilisiertem ICAM-1, im weiteren Verlauf zur starken Adhésion,
morphologischen Anderungen und dann zur Migration. Dieser Prozess tritt 30— 40 min nach
LFA-1 Aktivierung auf und hdngt komplett von einem funktionellen Zytoskelett ab. Zur
Untersuchung der LFA-1 Aktivierung wurde ein T-Zell-Adhésionsassay verwendet. Dafiir
wurden T-Zellen mit dem Lebendfarbstoff Calcein gefarbt, mit mock und WTF inkubiert, die
Zellen zu Platten-gebundenen ICAM-1/Fc zugegeben und LFA-1 durch Zugabe von 200 uM
Mn”" 45 min aktiviert. AbschlieBend wurden nicht-adhirente Zellen durch Waschen entfernt
und der prozentuale Anteil adhérierender Zellen durch Messung der Fluoreszenz bei 520 nm

bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abb. 5.10. dargestellt.
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Abb. 5.10.: LFA-1 Aktivierung WTF-behandelte T-Zellen ist nur geringfligig reduziert. Die
Adhision wurde durch 200 pM Mn*" fiir 45 min aktiviert. Die nicht-adhérenten Zellen wurden durch
Waschen entfernt und die Menge adhérierender Zellen durch Fluoreszenzmessung bestimmt.

WTF-behandelte Zellen zeigen eine um ~20 % erniedrigte Adhirenz gegeniiber der Kontrolle.
Das ist ein im Vergleich drastisch reduzierten Adhédrenz auf Fibronektin nur geringfligiger
Unterschied. Aber es konnte moglicherweise erkldren, dass in der Anzahl Konjugat-bildender
Zellen WTF-behandelter T-Zellen mit DCs keine Beeintriachtigung zu finden ist (Abb. 5.19.).
Das ist moglicherweise auch auf die unterschiedlichen Assay Bedingungen zuriickzufiihren.
AuBerdem fiihrt Fibronektin zu einer Aktivierung von diversen 1-Integrinen, der Adhésions-
assay auf immobilisierten ICAM-1/Fc ist ein spezifisches System zur Messung von

aktiviertem 2-Integrinen.
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5.6. Effekt MV-infizierter Zellen auf die Morphologie und Geschwindigkeit von T-Zellen

(live cell imaging)

Live cell imaging ist einec Methode, um z. B. morphologische Verdnderungen lebender Zellen
in Echtzeit zu visualisieren und zu untersuchen. Dafiir wurden persistierend mit ED infizierte
Zellen (U251-EDp) verwendet, welche zu 100 % auf der Oberflidche virale Glykoproteine
exprimieren (nicht gezeigt). Am Vortag wurden T-Zellen mit einem eGFP-Aktin-Plasmid
transfiziert und in das Kammerdeckglas nicht-infizierte Zellen (U251) bzw. ED-infizierte
Kulturen (U251-EDp) ausgesidt. Das Kammerdeckglas mit dem Zellrasen wurde auf einen
beheizbaren Mikroskopobjekttisch platziert, durch den die Zellen bei 37°C gehalten werden
konnen. Pro Kammer wurden eGFP-Aktin transfizierte T-Zellen zu nicht-infizierten Zellen
bzw. ED-infizierten Kulturen hinzugefiigt. Zur Verhinderung der Membranfusion enthielt das
Kulturmedium FIP. Unmittelbar nach Zugabe der T-Zellen, wurde die Messung gestartet und
in Verlauf von 30 min im Abstand von 3 min jeweils ein Bild aufgenommen (Abb. 5.11.).

Die Aufnahmen der mock-Zellen zeigt, dass sich T-Zellen nach Kontakt mit den Zellrasen
bewegen und Uropodien ausbilden (Pfeil in Abb. 5.11.A). Dagegen zeigen T-Zellen nach
Kontakt mit MV-infizierten Zellen (Abb. 5.11.B) eine deutliche reduzierte Motilitdt und
fehlende Uropodienbildung.
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(A) Kontrolle U251

(B) MV U251-EDp

Abb. 5.11.: Die Morphologie und Migration von T-Zellen auf persistierend ED-infizierten Zellen
(U251-EDp) ist verlangsamt. Die Bilder sind Uberlagerungen aus dem GFP-Signal (griin) eGFP-
transfizierter T-Zellen und DIC Aufnahmen des Zellrasens. (A) nicht-infizierte U251 Zellen und (B)
ED-infizierte U251p Zellen. Zellen und Medium (FIP) wurden auf 37°C vorgewdrmt und die
Migration und morphologischen Verdnderungen iiber einen Zeitraum von 30 min beobachtet.
(MafBstab 5 um)
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Zusiétzlich wurde die Geschwindigkeit mit einer am Institut programmierten Software
analysiert. Abb. 5.12. zeigt, dass MV-infizierte Zellen die Migrationsgeschwindigkeit von T-

Zellen um ~2.5-fache reduzieren gegeniiber nicht-infizierten Zellen.
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5 Abb. 5.12.: Der Kontakt mit MV-infizierten Zellen

0 041 reduziert drastisch die Geschwindigkeit der T-

O Zellen. Dargestellt ist die Geschwindigkeit in pm/min
0 - 30 analysierter Zellen.

5.7. WTF reduziert drastisch die Ausbildung Mikrovilli-dhnlicher Strukturen

Ezrin-Radixin-Moesin (ERM-Proteine) funktionieren als Linker zwischen der Plasma-
membran und dem F-Aktin Zytoskelett und sind involviert in Zelladhdsion, Mikrovilli-
Strukturen und Lamellipodien-Bildung. Phosphorylierung von ERM-Proteinen an C-
terminalen Aminosdureresten (Thr567 fiir Ezrin, Thr564 fiir Radixin, Thr558 fiir Moesin)
bewirkt eine offene, stabilisierte Konformation, die die Assoziation der Plasmamembran mit
dem Zytoskelett ermdglicht (124). Einige Rho GTPasen (Racl und RhoA) sind vermutlich in
die Ausbildung von Mikrovilli-Strukturen in einigen Zelltypen, unter anderem auch in
Lymphozyten, involviert (151,152). Mikrovilli sind spezialisierte periphere Strukturen auf der
Oberfldache vieler Zelltypen und spielen bei Adhdsionsvorgéingen von Lymphozyten eine
kritische Rolle. Da sowohl die Adhérenz als auch die Ausbildung von Lamellipodien in WTF-
behandelten T-Zellen gestort ist, wurde der Einfluss der WTF-Bindung an die Membran
hinsichtlich der Fiahigkeit zur Formation von Mikrovilli-Strukturen und die Phosphorylierung
der ERM-Proteine untersucht.
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5.7.1. WTF beeinfluf3t die Phosphorylierung von Membranlinkerproteinen

Zur Untersuchung der Phosphorylierung von ERM-Proteine wurden T-Zellen geméll dem
beschriebenen Protokolle costimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen unmittelbar in 2 x
SDS-Gelladepuffer in der Platte lysiert und die Proben iiber WB Analyse analysiert und mit
einem P-ERM spezifischen Antikorper detektiert (Abb. 5.13.). Zusétzlich zu stimulierten T-
Zellen wurden Lysate nicht-stimulierter Zellen untersucht. Da ERM-Proteine das Aktin-
Zytoskelett mit Membranrezeptoren verbinden, weisen nicht-stimulierte T-Zellen bereits
einen hohen Phosphorylierungsgrad auf, welcher nach Stimulation mit Chemokinen, CD3 und

durch APCs abnimmt (152, 153).

(A)
mock WTF
— 5 15 30 60 — 5 15 30 60 CD3/CD28
- e — a8 — — — — —— P-ERM
Moesin
(B)

relative Aktivitat

Innnl

mock WTF

Abb. 5.13.: Bindung von WTF an T-Zellen verandert die Phosphorylierung der Zytoskelett-
Linkerproteine ERM in CD3/CD28 stimulierten Zellen. (A) Mock- bzw. WTF-behandelte T-Zellen
wurden durch CD3/CD28 Ligation fiir die angegebenen Zeitpunkte costimuliert, durch Zugabe von 2 x
SDS-Gelladepuffer lysiert. Je 40 pl der Zelllysate wurden iiber ein 10 % SDS-PAGE Gel aufgetrennt
und mit einem P-ERM Antikorper durch Western Blot Analyse detektiert (75-80 kDa). Zusétzlich
wurden 40 pl pro Lysat als Proteinladekontrolle aufgetragen und mit einem Moesin Antikérper (75
kDa) nachgewiesen. (B) Quantitative Analyse des WB in A.
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Wie Abb. 5.13.A gezeigt, fiihrt die CD3/CD28 induzierte Costimulation zu einer
Erniedrigung der ERM-Phosphorylierung und steigt nach einer Stunde wiederum auf einen
Basalniveau an. Dagegen zeigen T-Zellen, die mit WTF inkubiert wurden, einen konstant

niedrigen Phosphorylierungsgrad.

5.7.2. WTF-Bindung an T-Zellen reduziert drastisch die Formation Mikrovilli-dhnlicher
Strukturen

Wie in Abschn. 5.6.1. gezeigt, verindert dic Bindung von WTF an T-Zellen die
Phosphorylierung von ERM-Proteinen. Da ERM-Proteine die Bildung von Mikrovilli
regulieren, sollte der verdnderte Phosphorylierungsstatus die Formation dieser Strukturen
beeinflussen. Um dies zu untersuchen, wurden T-Zellen mit mock- bzw. WTF inkubiert, auf
Objekttragern durch CD3/CD28 Ligation fiir 15 min costimuliert, mit 4 % PFA fixiert,
permeabilisiert und mit P-ERM Antikorper und Phalloidin-Alexa594 F-Aktin gefarbt. Da aus
der Literatur fiir das angewandte Stimulationsprotokoll keine Untersuchung mit P-ERM
Antikorpern bekannt ist, und somit nicht geklart ist, ob es sich bei den in Abb. 5.14.
dargestellten Strukturen tatsdchlich um Mikrovilli handelt, werden diese im folgenden als
Mikrovilli-dhnliche Strukturen bezeichnet. Die konfokalen Aufnahmen zeigen, dass die
Ligation von CD3/CD28 auf Platten-gebundenen Objekttragern in Kontrollzellen zu der
bereits beschriebenen Aktivierung, Umlagerung des F-Aktin Zytoskeletts und zur Ausbildung
radialer Mikrovilli-dhnlicher Strukturen fiihrt, in denen phosphorylierte ERM-Proteine
konzentriert sind (Abb. 5.14.A).
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Abb. 5.14.: WTF Bindung an T-Zellen beeinflut drastisch die Formation Mikrovilli-dhnlicher
Strukturen. T-Zellen wurden auf Objekttrager durch CD3/CD28 Ligation fiir 15 min costimuliert, mit
4 % PFA fixiert, permeabilisiert und mit P-ERM Antikdrper und Phalloidin-Alexa594 geférbt und
mikroskopisch analysiert. Mock-behandelte Kontrollzellen (A) zeigen radial lokalisierte Mikrovilli-
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dhnliche Strukturen, die in den WTF-behandelten T-Zellen (B) fehlen. (C) 3-dimensionale Darstellung
der Zelle in A. (D) Die Zellen wurden behandelt wie in A und B und mit einem Ezrin Antikorper
gefarbt. (E) Quantitative Auswertung der mikroskopischen Analyse in A. Ausgewertet wurden 10
gleich grofle Mikroskopfelder. Die Ergebnisse sind Mittelwerte aus drei unabhidngigen Experimenten.
(MaBstab 5 um)

Wie im Uberlagerungsbild gut zu erkennen ist, umgeben diese feinen peripheren Prozesse
sternformig die Filopodien des aktivierten F-Aktins. Die radial angeordneten Strukturen sind
nicht gleichmédBig liber die Oberfliche der T-Zellen verteilt, sondern sind nur am Ende der
flachen Membranausdehnungen lokalisiert wie die 3D-Rekonstruktion in Abb. 5.14.D zeigt.
In diesem planaren Bereich ist die Zelle im direkten, festen Kontakt mit den Platten-
gebundenen Antikérpern und mdglicherweise vermitteln die gebildeten Strukturen
Adhisionsprozesse. Dagegen zeigen mit WTF inkubierte T-Zellen deutlich morphologisch
Unterschiede. Die F-Aktin Farbung WTF-behandelter Zellen in Abb. 5.14.B zeigt, wie bereits
in Abschn. 5.3. beschrieben, keine Ausbildung von Filopodien und gestorte Lamellipodien-
Formation. Des weiteren weist die Zelle keine Mikrovilli-dhnlichen Strukturen auf. Die
Signalintensitit der phosphorylierten ERM-Proteine ist verglichen mit der der Kontrollzelle
ebenfalls reduziert. Nur etwa 20 % der WTF-behandelten Zellen bilden radial angeordnete
periphere Prozesse aus. Wahrscheinlich verursacht das Fehlen der Mikrovilli-dhnlichen
Strukturen die deutlich erniedrigte Adhdrenz WTF-behandelter T-Zellen. Die zusétzlichen
Farbungen mit einem Ezrin-spezifischen Antikorper (Abb. 5.134.C) zeigen, dass Ezrin, ein
Bestandteil der ERM-Proteine in mock-behandelten Zellen in den Mikrovilli-dhnlichen

Strukturen lokalisiert bzw. in WTF-behandelten Zellen deutlich weniger ausgepragt ist.

5.7.3. Rasterelektronenmikroskopische Analyse WTF-behandelter T-Zellen

Da Rho GTPasen und ERM-Proteine die Ausbildung von Mikrovilli regulieren, wurde
untersucht, ob die WTF-Bindung die Ausbildung dieser Strukturen verdndert. Dafiir wurden
T-Zellen mit mock bzw. WTF behandelt, entweder auf Poly-L-Lysin adhiriert oder durch
CD3/CD28 Ligation fiir 10 min costimuliert und mittels Rasterelektronenmikroskopie
analysiert. Die CD3/CD28 costimulierten Kontrollzellen in Abb. 5.15.A zeigen ausgeprigte
Lamellipodien-Strukturen mit radial angeordneten filopodialen Strukturen in den Rand-

bereichen (87 %).
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Abb. 5.15.: Bindung von WTF an T-Zellen induziert Verlust von Mikrovilli in CD3/CD28
costimulierten Zellen. Fiir die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden nicht-stimulierte
(A) oder fiir 10 min CD3/CD28 costimulierte T-Zellen (B) mit mock- bzw. WTF behandelt und mit
6.25 % Glutaraldehyd fixiert (7000fach, Maflstab 5 um). (C) Bei den in WTF-behandelten Zellen
auftretenden filopodalen Strukturen, handelt es sich moglicherweise um retraction fibres.

Im zentralen Hauptkorper sind deutlich die Mikrovilli-reichen Strukturen zu erkennen.
Dagegen zeigen WTF-behandelte Zellen (Abb. 5.15.B) nur unzureichend ausgebildete
Lamellipodien (11 %) und weisen einen dramatischen Verlust an Mikrovilli auf. Die
Oberflache der Zelle ist glatt und erscheint runder, kugeliger als die Oberfliche der
Kontrollzellen. Die radial angeordneten filopodialen Randstrukturen fehlen. Uberein-
stimmend mit der reduzierten CD3/CD28 induzierten GTP-Beladung von Cdc42 und Racl
oder der Stabilisierung des F-Aktins, und damit verbundenen morphologischen Ver-
dnderungen, sind in den rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen keine Lamellipodien-
und Filopodien-Strukturen zu sehen. Einige WTF-behandelte Zellen zeigen filopodale
Strukturen, bei denen es sich moglicherweise um retraction fibres handelt (Abb. 5.15.C).

5.8. WTE-Bindung an T-Zellen fihrt zur Aktivierung von F-Aktin in nicht-stimulierten

Zellen

Die Inkubation von T-Zellen mit WTF fiir zwei Stunden bei 37°C in Abwesenheit von
Stimulation induziert eine leichte Aktivierung von F-Aktin. Das F-Aktin Zytoskelett von
nicht-stimulierten mock-behandelten T-Zellen ist ringformig akkumuliert und nur schwach im
Zytoplasma verteilt (Abb. 5.16.). Dagegen zeigen WTF-behandelte T-Zellen eine deutliche
Zunahme an polymerisiertem F-Aktin. Eine &hnliche Aktivierung von F-Aktin wird auch

durch
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MYV ED induziert (nicht gezeigt). Die Signalintensitdt von Phalloidin-Alexa594 ist erhdht und
es sind morphologischen Verinderungen, aber keine peripheren Membranausdehnungen zu
beobachten. Es treten keine Unterschiede in der Anzahl adhdrierender mock- bzw. MV-

behandelter T- Zellen auf.

mock WTF

Abb. 5.16.: Die Bindung von WTF an nicht-stimulierte T-Zellen aktiviert F-Aktin. T-Zellen
wurden mit mock bzw. WTF fiir 1 h bei 37°C (FIP) inkubiert und fiir 5 min auf Poly-L-Lysin
beschichteten Objekttragern adhériert, mit 4 % PFA fixiert, permeabilisiert und F-Aktin mit
Phalloidin-Alexa594 gefarbt. (Mafistab 5 pm)

5.9. WTE-Bindung induziert die Aktivierung von Cofilin

Eine Verbindung zwischen T-Zell-Costimulation und Reaktivierung des Aktin-Zytoskelettes
ist Cofilin, ein Protein, dass zur Familie der kleinen Aktin-bindenden Proteine gehort. Cofilin
bindet sowohl globuléres als auch filamentoses Aktin und induziert Aktin-Depolymerisierung.
Somit spielt Cofilin eine wichtige Rolle in Prozessen, die zur Aktin-Umlagerung fiihren, und
es generiert neue Monomere durch Depolymerisierung von F-Aktin. Da Cofilin an
dynamischen Umlagerungen des Zytoskeletts beteiligt ist und durch Costimulation aktiviert
werden kann, wurde untersucht, inwieweit die Bindung von WTF an die T-Zell-Membran die
die Polymerisierung von F-Aktin reduziert und die Aktivitit von Cofilin beeinflufit. Im

Gegensatz zu vielen anderen Signalmolekiilen wird Cofilin durch Phosphorylierung negativ
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reguliert. Dephosphorylierung an einem Serinrest in Position 3 fiihrt zur Aktivierung des
Cofilins, und zur transienten Assoziation mit dem Aktin-Zytoskelett. Zur Untersuchung der
Cofilin-Aktivierung wurden T-Zellen mit mock bzw. WTF inkubiert, durch CD3/CD28
Ligation fiir verschiedene Zeitpunkte costimuliert, anschliefend rasch lysiert, die erhaltenen
Zelllysate iiber ein 12 % SDS-PAGE Gel aufgetrennt und das Protein mit einem spezifischen
Anti-P-Cofilin Antikorper im Western Blot detektiert (Abb. 5.17.). In den Kontrollzellen ist
nur eine leichte Dephosphorylierung von Cofilin nach 30 min CD3/CD28 Costimulation
festzustellen, was vergleichbar mit Literaturdaten ist (111). Dagegen ist Cofilin in WTF-
behandelten Zellen nach 15 min CD3/CD28 Ligation signifikant dephosphoryliert und damit

aktiviert.
(A)
mock WTF
— 5 15 30 60 — 5 15 30 60 CD3/CD28
| —— v — — —— P-Cofilin

- o= o o Cofilin

(B)

1,2

0,4

relative Aktivitat
o
o

0,2

mock WTF

Abb. 5.17.: WTF-Bindung an T-Zellen veréndert die Aktivitat von Cofilin. (A) Mock bzw. WTEF-
behandelte T-Zellen wurden durch CD3/CD28 Ligation fiir die angegebenen Zeitpunkte costimuliert,
durch Zugabe von 2 x SDS-Gelladepuffer lysiert und je 40 ul der Zelllysate tiber ein 12 % SDS-PAGE
Gel aufgetrennt und das phosphorylierte Protein mit einem P-Cofilin Antikorper durch Western Blot
Analyse detektiert (~19 kDa). Zusétzlich wurden 40 pl pro Lysat als Proteinladekontrolle aufgetragen
und mit einem Cofilin Antikérper nachgewiesen. (B) Quantifizierung des WB in A.
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Die mikroskopischen Aufnahmen in Abb. 5.18. zeigen ein dhnliches Ergebnis. In mock-
behandelten CD3/CD28 costimulierten Zellen colokalisiert polymerisiertes F-Aktin mit P-
Cofilin in den Lamellipodien-Strukturen (Abb. 5.18.A). Dagegen enthalten WTF-behandelte
Zellen, in denen F-Aktin unvollstindig polymerisiert ist, dephosphoryliertes Cofilin (Abb.
5.18.A).

(A) mock
P-Cofilin

F-Aktin Uberlagerung

(B) WTF
P-Cofilin

F-Aktin Uberlagerung

Abb. 5.18.: Konfokale Analyse von P-Coflin in mock- bzw. WTF-behandelten T-Zellen. T-Zellen
wurden mit mock (A) bzw. WTF (B) inkubiert, durch CD3/CD28 Ligation fiir 15 min costimuliert,
fixiert, permeabilisiert und mit P-Cofilin Antikoérper und Phalloidin-Alexa594 gefirbt. (Mafistab 5

pm)

5.10. WTE stort die Ausbildung einer reifen immunologischen Synapse

Durch initiale TCR Signale induzierte Aktin-Zytoskelett Umlagerungen sind wichtig fiir die
Stabilitdt von APC/T-Zell-Interaktionen und fiir die Reifung der immunologischen Synapse

(IS). Die Konjugatbildung zwischen T-Zelle und APC rekrutiert eine Reihe von
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Rezeptoren und Signalmolekiilen in die Kontaktzone, die von einem funktionsfdhigem
Zytoskelett abhéngen. In Abschn. 5.2. wurde gezeigt, dass die Bindung von WTF an die
Membran von T-Zellen zur einer deutlich reduzierten Aktivierung von F-Aktin in TCR-
stimulierten Zellen fiihrt. Deshalb wurde untersucht, ob die Bindung von WTF die

Ausbildung der immunologischen Synapse beeinflusst.

Gereinigte humane Monozyten

GM-CSF
IL-4

Unreife dendritische Zellen
(imDC)
doé

lLPS

Reife dendritische Zellen SEA/SEB
Puls DC/T-Zell - Reife 1S
mDC > ) : S .
(d7 8) Konjugatbildung in 20-30 min
- +WTF-behandelte
T-Zellen

Schema 5.3.: Protokollschema fur die Untersuchung von APC/T-Zell-Interaktionen. Dendritische
Zellen wurden in Gegenwart von IL-4 und GM-CSF aus humanen Monozyten generiert, mit LPS
ausgereift, mit bakteriellen Superantigen SEA/SEB gepulst und auf Poly-L-Lysin adhériert. T-Zellen
wurden mit WTF inkubiert und den adhérierenden mDC hinzugefiigt. Innerhalb von 20-30 min kommt
es zur Ausbildung einer reifen immunologische Synapse (IS), die anschlieBend mikroskopisch
analysiert werden kann.

Dafiir wurden aus gereinigten humanen Monozyten in Gegenwart von IL-4 und GM-CSF
dendritische Zellen generiert. Die nach 6 Tagen erhaltenen dendritischen Zellen (imDC)
wurden fiir fiir 1-2 Tage mit LPS ausgereift (Schema 5.3.). Obwohl im allogenen System

gearbeitet wurde, d.h. DC und T-Zellen von verschiedenen Blutspendern stammten, wurden
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die MHC-Molekiile reifer dendritischer Zellen (mDC) mit Superantigen zu beladen, um eine
effiziente Konjugatbildung zu gewihrleisten. T-Zellen wurden mit WTF bzw. mock nach dem
beschriebenen Protokoll inkubiert und im Verhéltnis 1:4 (DC:T) zu den mDC hinzugefuigt,
die auf Poly-L-Lysin-beschichteten Objekttrager adhiriert wurden. Nach 20-25 min wurden
die Konjugate mit 4 % PFA fiir die intrazelluldre Fiarbung fixiert und permeabilisiert und
gegen TCR und F-Aktin gefarbt, die anschlieBend mit dem konfokalen Mikroskop analysiert
wurden. Abb. 5.19. ist reprisentativ fiir >100 analysierte DC/T-Zell-Konjugate mock und
WTF-behandelter Zellen aus mehreren unabhéngigen Experimenten. Die Ligation von T-Zell-
Rezeptoren durch MHC-Rezeptoren fiihrt zur Konjugatbildung, die in der Zell-Zell-
Kontaktzone eine erhohte Polymerisierung von F-Aktin aufweist. Der T-Zell-Rezeptor, der in
ruhenden T-Zellen gleichméBig {iber die Zelloberfliche verteilt ist, wird innerhalb der
Kontaktzone zu Clustern konzentriert (Pfeil in Abb. 5.19.). Uberraschenderweise zeigt der
Vergleich der Effizienz der Konjugatbildung von Kontrollzellen mit der Konjugatbildung
WTF-behandelter T-Zellen keinen erkennbaren Unterschied. Offensichtlich kénnen MV-

exponierte T-Zellen weiterhin Konjugate mit APC ausbilden.
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© TCR Cluster TCR verteilt

(D)

60

40

% zentrale CD3

mock WTF

Abb. 5.19.: WTF hat keinen Einfluss auf die Anzahl der Konjugate zwischen T-Zellen und DC
verandert aber deutlich die organisierte SMAC Struktur in der zentralen Synapse. (A)
Dendritische Zellen wurden mit bakteriellem Superantigen SEA/SEB gepulst, auf Poly-L-Lysin
beschichteten Objekttriger adhériert, mock- bzw. WTF-behandelte T-Zellen im DC/T-Zell-Verhiltnis
1:4 zugefiigt, die Interaktion nach 20 min durch Zugabe von 4 % PFA fixiert, permeabilisiert und die
Konjugate mit Anti-TCR und Phalloidin-Alexa594 geférbt. Die reprisentativen Aufnahmen zeigen die
mittlere Ebene von fokalen xy-Ebenen, die in der z-Achse aufgenommen wurden, Fiir die Analyse
von SMAC wurden die z-Stapel der zentralen Synapse (graue Markierung in der Uberlagerung) 3-
dimensional rekonstruiert und um 90°C rotiert, um eine Ansicht der Zone aus der Perspektive der T-
Zelle zu erhalten. (B) Fiir die quantitative Auswertung wurden zwischen 100 und 150 Konjugate
analysiert. Die dargestellten Ergebnisse sind Mittelwerte aus drei unabhingigen Experimenten.
Ausgewertet wurde die Anzahl der DC/T-Zell-Konjugaten (grau) und die Anzahl von T-Zellen von
Clustern (griin) und verteilten (violett) TCR in den Konjugaten. (C) Beispiel fiir das Muster von den
in B ausgewerteten TCR Clustern und verteilten TCR. (D) Jeweils 20-25 zentrale Synapsen wurden
fiir die 3D-Rekonstruktion in A analysiert.

Die quantitative Analyse der DC/T-Zell-Kontakte hinsichtlich der Anzahl der Konjugat-
bildenden T-Zellen und der Verteilung des T-Zell-Rezeptors (Abb. 5.19. A und B) wies nur
einen geringfiigige Verdnderung auf. Die Anzahl T-Zellen, die TCR Cluster in der
Kontaktzone aufweisen, ist in MV behandelten Zellen gegeniiber den Kontrollzellen nur um ~

15 % erniedrigt. In der Anzahl der DC/T-Zell-Kontakte zwischen mock und WTF konnte kein
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Unterschied festgestellt werden. Eine Gesamtanzahl von ~50 % DC/T-Zell-Konjugatbildung
entspricht den aus der Literatur bekannten Werten. Ein weiteres Mal3 fiir die Qualitdt der
DC/T-Zell-Interaktionen ist die Ausbildung 3-dimensionaler Cluster innerhalb der DC/T-Zell-
Kontaktzone, den als supramolecular activation cluster (SMAC) organisierten Strukturen, die
in der reifen Synapse ausgeprigt werden. Um die Ausprigung der SMAC Regionen zu
untersuchen wurden von den zentralen Synapse (gelbe Markierung in Abb. 5.19.A) 20 fokale
xy-Ebenen in 0.5 uM Abstdnden entlang der z-Achse aufgenommen. Mit diesen Daten wurde
eine 3D-Rekonstruktion der Synapse generiert, die Ansicht um 90° rotiert, wodurch die
Aufsicht auf die SMAC Region innerhalb des Zell-Zell-Kontaktes erhalten wird, vergroBert
dargestellt in Abb. 5.19.C. In der Kontrollfarbung ist F-Aktin als peripherer Ring um das
zentrierte TCR Cluster akkumuliert, wéhrend die zentrale Synapse in der WTF-behandelten
Zelle deutlich verdndert ist. In tiber ~50 % der analysierten Synapsen WTF-behandelter T-
Zellen ist der T-Zell-Rezeptor nicht zu einem zentralen Cluster organisiert.

Die Reorientierung des MTOC in Richtung der Synapse in den Kontrollzellen findet effizient
statt (Abb. 5.20.) und stimmt mit den aus der Literatur bekannten Daten iiberein (144).
Dagegen zeigt der Hauptteil der WTF-behandelten Zellen, dass das MTOC nur teilweise in
Richtung der Synapse orientiert ist. Das weist darauf hin, dass MV die Fahigkeit der T-Zellen
in Richtung der dendritischen Zellen zu polarisieren und eine funktionelle IS auszubilden,

stort.
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Abb. 5.20.: WTF verhindert eine effiziente Tubulin-Reorientierung der T-Zellen in Richtung
DC. (A) Zur Visualisierung von Tubulinstrukturen wurden DC/T-Zell-Konjugate mittels PHEMO-Fix
fixiert und anschliefend mit einem o-Tubulin Antikérper geférbt (146). Der Pfeil zeigt die Re-
orientierung des MTOC zur DC/T-Zell-Kontaktzone. (MaBstab 5 pum) (B) Fiir die quantitative
Auswertung wurden jeweils etwa 150 Konjugate analysiert.

5.11. Analyse der DC/T-Zell-Konjugatbildung WTE-infizierter MoDCs

Die Infektion unreifer dendritischer Zellen (imDC) mit WTF fiihrt zur Ausreifung der Zellen,
welche sich in der Expression typischer ,,Reifungsmarker* (z.B. CD49, CD80, CD83, CD86
und MHC) zeigt (75). Um zu untersuchen, wie sich die Infektion auf die Ausbildung der IS
auswirkt, wurden unreife DC mit WTF einer MOI von 1 fiir 24 Stunden infiziert und die DC-
T-Zell Kontakte mit mock-behandelten unreifen DC und LPS-ausgereiften DC beziiglich der
Konjugatbildung und Verteilung des TCR verglichen (Abb. 5.21.A und B). Zur Verhinderung
der Zellfusion wurde FIP hinzugefiigt. Die Anzahl Konjugat-bildender WTF-infizierter T-
Zellen mit unreifen dendritischen Zellen ist erhoht (~70 %) und vergleichbar mit LPS-
ausgereiften DCs (~70 %). Dagegen bilden unreife DCs weniger DC/T-Zell-Konjugate. Die
WTF-Infektion hat nur wenig Einfluss auf die Ausbildung von TCR-Clustern in der IS. Nach
Konjugatbildung von T-Zellen mit mock-behandelten unreifen DCs bilden in circa 15 % der
T-Zellen TCR-Cluster aus. In T-Zellen, die mit LPS-ausgereiften DCs konjugieren, bilden
sich ~70 % TCR-Cluster. Die Anzahl TCR-Cluster-bildender T-Zellen ist nach Konjugat-
bildung mit WTF-infzierten DCs leicht erhoht (~20 %). Somit scheint die WTF-induzierte
Ausreifung der dendritischen Zellen keinen Einflufl auf die Bildung von TCR-Cluster in der
DC/T-Zell-Kontaktzone zu haben.
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Abb. 5.21.: Konjugatbildung WTF-infizierter dendritischer Zellen mit T-Zellen. (A) Unreife
dendritische Zellen (d6) wurden fir 24 h mit WTF einer MOI von 1 infiziert. Zur Analyse der
Konjugatbildung wurden WTF-infizierte DC, LPS-ausgereifte und imDC auf Poly-L-Lysin adhériert,
mit SEA/SEB gepulst und T-Zellen im Verhéltnis 1:4 fiir 25 min zugefiigt. Die Zellen wurden mit 4 %
PFA fixiert, permeabilisiert und mit humanem MV-Serum, Anti-TCR und Phalloidin-Alexa594
gefarbt. (MaBstab 5 um) (B) Quantitative Analyse von jeweils 150-200 DC/T-Zell-Kontakten.
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6. Diskussion

Es ist ein Kennzeichen der MV-induzierten Immunsuppression, dass aus Patienten isolierte
periphere mononukleédre Blutzellen nach Mitogenzugabe nicht proliferieren (89). Neben der
quantitativen Verdnderung zirkulierender Lymphozyten, werden Verdnderungen in der
Funktion der Lymphozyten wiahrend und nach der Infektion mit MV gefunden. Der Kontakt
von T-Zellen mit Viruspartikeln oder infizierten Zellen, welche MV H und F auf der
Oberfldche exprimieren, inhibiert die Proliferation der Lymphozyten. Primidre T-Zellen
konnen nach Kontakt mit MV Glykoproteinen weder auf mitogene, allogene oder CD3/CD28
induzierte Stimulation proliferieren (90). Der Kontakt mit MV Glykopoteinen mit der
Oberflache von T-Zellen fiihrt zur Inhibition der IL-2 abhdngigen Phosphorylierung und
Aktivierung der Proteinkinase B/Akt (95). Untersuchungen haben gezeigt, dass infolge der
Bindung von MV Glykoproteinen an die Oberfliche von T-Zellen, die Rekrutierung der PI3-
Kinase zur Zellmembran und deren Aktivierung in TCR-stimulierten Zellen deutlich reduziert
ist (95). Die Bindung von MV an Membran-rafts verhindert den Transport der regulatorischen
p85-Untereinheit der PI3-Kinase, indem die CD3/CD28 stimulierte Degradierung des
Negativ-Regulators Cbl-b inhibiert wird und nachfolgend die Aktivierung der PI13-Kinase und
davon abhéngiger Signalkomponenten. Damit verbunden ist eine ineffiziente Akkumulation
der PH-Doménen-enthaltenden Proteine Vav und Akt-Kinase in Membran-rafts (95).

Aktives Vav induziert die Aktivierung der Rho GTPasen Cdc42 und Racl, welche eine
kritische Rolle in der Regulation des Zytoskelettes von T-Lymphozyten spielen (97). Da alle
Stadien in der Aktivierung von Lymphozyten mit Verdnderungen der Zellmorphologie
(Migration, Adhésion, Bildung der IS) assoziiert sind und von einem funktionellen
Zytoskelett abhidngen, wurde in vorliegender Arbeit untersucht, inwieweit der Kontakt von
MYV Glykoproteinen mit der Oberflache primédrer T-Zellen sowohl die Reorganisation als auch
wichtige Komponenten der Zytoskelettaktivierung beeinflusst. Daher wurden T-Zellen mit
MYV inkubiert und anschlieBend der EinfluB auf CD3/CD28 stimulierte Zytoskelett-
verdnderungen untersucht. Durch die Inkubation von T-Zellen mit MV bei 4°C wird eine
gleichméBige Virusbindung an die Zelloberflache und ein separates Signal ermdglicht. Durch
Untersuchungen in vitro wurde belegt, dass der Kontakt MV-infizierter DC-Zellen mit T-

Zellen eine Proliferationsinhibition induziert (80). Dies ldsst vermuten, dass in vivo die



- 98 -

Proliferationsinhibition neben anderen Faktoren durch Kontakt MV-infizierter DCs mit T-
Zellen vermittelt wird. Die MV-induzierte Proliferationsinhibition hingt allerdings von einer
Vielzahl von Faktoren ab, z.B. dem Reifungsgrad der DCs, welcher durch die MV-Infektion
beeinflusst wird und eine verdnderte Expression von Oberflichenmolekiilen, die in die
Interaktion mit T-Zellen involviert sind. Die Inkubation von T-Zellen mit einer gereinigten
MV-Priparation bietet den Vorteil, dass hierbei nur durch MV Glykoproteine induzierte
Signale untersucht werden kdnnen und diese damit unabhingig von anderen Faktoren sind.
Die durch die Bindung von MV Glykoproteinen an die T-Zellmembran induzierten
inhibitorischen Signale lassen sich direkt auf eine Interferenz der viralen Glykoproteine mit
der fiir die Aktivierung und Proliferation von T-Zellen wichtigen Signale zuriickfiihren.

In vorliegender Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Kontakt mit MV zur reduzierten
Aktivierung von F-Aktin, dem Hauptbestandteil des Zytoskeletts fiihrt (Abb. 5.4.). Die
Aktivierung des Zytoskeletts ist abhdngig von der Phosphorylierung durch Tyrosinkinasen
(97). Friihere Untersuchungen zeigten, dass ein kurzzeitiger Kontakt mit MV Glykoproteinen
keinen Einfluss auf die Gesamt-Tyrosin-Phosphorylierung der T-Zellen hat (96). Erst 24
Stunden nach dem MV-Kontakt ist die Phosphorylierung an Tyrosinresten inhibiert. Daher
kann durch kurzzeitigen MV-Kontakt induzierte reduzierte Aktivierung des F-Aktins nicht
durch die Hemmung der Gesamt-Tyrosin-Phosphorylierung verursacht werden. Die
Aufnahmen in Abb. 5.6. zeigen, dass die CD3/CD28 Costimulation in mock-behandelten
Zellen die Polymerisierung von F-Aktin aktiviert und die Ausbildung ausgedehnter
Lamellipodien- und Filopodienstrukturen induziert. Dagegen weisen MV-behandelte T-Zellen
unzureichend aktiviertes F-Aktin auf. Die Ausbildung von Lamellipodien und Filopodien ist
drastisch verdndert. Anhand rasterelektronenmikroskopischer Analysen (Abb. 5.15.) wurde
gezeigt, dass infolge des MV-Kontaktes die CD3/CD28 induzierte Lamellipodienausbildung
teilweise erfolgt und deren Struktur groBflachige Unterbrechungen aufweist. Von Bedeutung
ist, dass die Organisation von Zytoskelettstrukturen in verschiedenen Kompartimenten einer
Zelle, z.B. die polarisierte Struktur einer motilen T-Zelle, mit fithrender Front, Hauptkorper
und distalem Uropod, unterschiedlich sein kann (135). Da viele Signalmolekiile mit dem
Zytoskelett assoziiert sind, bereitet das Zytoskelett eine Umgebung, in welcher Proteine
binden konnen. Daher konnen selbst subzellulire Unterschiede im Aktin-Zytoskelett zu
profunden funktionellen Konsequenzen fithren. Somit konnte bereits eine lokale Bindung von

MYV zu Verinderungen in der F-Aktin Aktivierung fiihren und damit die Proliferation
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beeinflussen. Abb. 5.7. zeigen, dass die lokale MV-Bindung die Ausbildung von
Lamellipodien verhindert. Vermutlich sind neben den mittels Immunfluoreszenzfiarbung
nachgewiesenen MV-Clustern auch kleinere Aggregate an die T-Zell-Oberflache gebunden,
die aber mit der angewanden Methode nicht darstellbar sind. Bei den verwendeten Virus-
suspensionen liegt das Virus mehrheitlich nicht als Einzelpartikel, sondern in Form von
Aggregaten vor.

Kiirzlich wurde demonstriert, dass das Molekiil CD46, welches als Rezeptor von MV
Vakzinestimmen genutzt wird, in vitro durch Antikorper-induzierte CD46/CD3 Ligation in
primdren T-Zellen ebenfalls eine Aktivierung von F-Aktin induzieren kann (150). Allerdings
ist die Aktivierung von einer Costimulation abhingig, da CD46 selbst keinen Effekt auf das
Zytoskelett verursachte. Durch CD46/CD3 Coligation wird Vav an Tyrosin phosphoryliert
und dies resultiert in F-Aktin-Reorganisation und in drastischen morphologischen Ver-
anderungen (150). Die physiologische Bedeutung der CD46/CD3 Costimulation in Vivo ist
noch unklar. Da MV Wildtypstdmme nicht oder wenig effizient mit CD46 interagieren, ist es
nicht wahrscheinlich, dass die in dieser Arbeit beschriebenen morphologischen Ver-
dnderungen von einer CD46 Ligation abhédngig sind (61). Desweiteren ist das CD46-Molekiil
gleichméBig auf der T-Zellmembran verteilt und nicht in Membran-rafts lokalisiert (95).
Dagegen sind die MV Proteine nach der Bindung an die T-Zell-Membran vor allem in den
Membran-raft-enthaltenen Bereichen zu finden (96). Die GTP-Beladung von Cdc42 und Racl
war in MV-behandelten Zellen nach CD3/CD28 Stimulation reduziert. Durch Antikorper-
induzierte Ligation von CD46/CD3 wurde allerdings nur die GTPase Racl aktiviert, aber
nicht die GTPasen RhoA und Cdc42 (150). Dagegen war in WTF-behandelten T-Zellen eine
leichte Erhohung der RhoA Aktivitit zu beobachten (Abb. 5.5.).

Aus der Literatur ist bekannt, dass das F-Protein von RSV (Respiratorisches Syncyticalvirus)
in Lungenepithelzellen mit RhoA interagiert und dieses aktiviert (155). RSV, kann, wie
andere Vertreter der Morbilliviren, z.B. CDV (Canine Distemper Virus), RPV (Rinderpest-
virus) und PPRV (Pestes-des-petits ruminants virus), in Vvivo eine Immunsuppression
induzieren (156). Die Interaktion von RSV mit RhoA wverstirkt die Virus-induzierte
Synzytienbildung. Die Aminosduren 67-110 von RhoA binden an die Aminosduren 146-155
des RSV Fusionsproteins. Durch Verwendung eines Peptides, das die Aminosduresequenz aus

der RSV F-bindenden Doméne enthilt, konnte in vitro die Zellfusion inhibiert werden und
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dies fiihrte in RSV-infizierten Maiusen zur Erniedrigung des Virustiters (150). Diese
Interaktion zwischen RSV F und RhoA zeigte erstmalig, dass RhoA in die Virus-induzierte
Membran-fusion und Synzytiabildung involviert ist. Ubereinstimmend mit der RhoA
Aktivierung konnte die Stressfaser-Bildung in RSV-infizierten Zellen durch Einsatz des
Inhibitors C3 Exotoxin, welches die Effektorfunktion von RhoA inhibiert, die Formation von
Stressfasern verhindert werden (157). Ob der Effekt von RhoA in der Virus-induzierten
Membranfusion direkt oder eher indirekt ist, z.B. durch Vermittlung von Signalwegen, welche
Zytoskelett, Zellform und Bewegung regulieren, ist nicht bekannt. Die T-Zell-Behandlung mit
MYV induziert nur eine leichte Erhohung der GTP-Beladung von RhoA. Des weiteren lassen
sich in den MV-behandelten T-Zellen keine Stressfasern nachweisen, wie diese durch die
RSV-Infektion induziert werden (157). Die Bedeutung der MV-induzierten RhoA
Aktivierung fiir die Zytoskelettdynamik bleibt zu kléren.

Die MV-induzierte Proliferationsinhibition erfordert keine virale Membranfusion, héngt aber
von der proteolytischen Spaltung des MV F Proteins ab (25,91). Dabei ist fiir die Induktion
der Inhibition der T-Zell-Proliferation die Co-Expression von MV H und F erforderlich.
Durch Austausch der MV Glykoproteine gegen das VSV G Protein wurde keine Pro-
liferationsinhibition induziert (90). Desweiteren zeigten Untersuchungen an CD46 und
CD150 negativen Zelllinien und durch Blockierung der Rezeptoren mit Antikorpern, das
weder CD46 noch CD150 fiir die proliferative Inhibition notwendig sind (48). Es wurde
beschrieben, das MV mit Membran-rafts interagiert und dadurch die Rekrutierung wichtiger
TCR-abhédngiger PH-Doménen-enthaltender Signalmolekiile zur Membran, wie Akt und Vav,
verhindert (96). Ob diese Interaktion auf einen direkten Kontakt mit den MV Glykoproteinen,
z.B. dem proteolytisch aktiviertem F;, Heterodimer, oder einem noch nicht identifizierten
Molekiil innerhalb der raft-Bereiche der T-Zellmembran handelt, ist nicht bekannt. Der
Tropismus von MV Wildtypviren fiir Zellen, die kein SLAM exprimieren, wie epitheliale,
endotheliale und neuronale Zellen (Neuronen, Oligodendrozyten und Astrozyten), deuten auf
einen weiteren Rezeptor hin (28, 62-65). Der MV Rezeptor SLAM ist auf Thymozyten,
Gedéichtniszellen, aktivierten T-Zellen, B-Zellen, Monozyten und DCs exprimiert, aber nicht
auf den in dieser Arbeit verwendeten ruhenden T-Zellen (96). Daher konnen die in dieser
Arbeit gezeigten Effekte nicht auf eine Interaktion von WTF mit SLAM beruhen. Das
Molekiil wird nach Aktivierung ruhender T-Zellen induziert und kann durch Ligation mit

SLAM-Antikorpern die Proliferation von T- und B-Zellen stimulieren (158). Es wurde
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gezeigt, dass SLAM nach CD3 Ligation mit dem T-Zell-Rezeptor in primiren humanen T-
Zellen colokalisiert und die zytoplasmatische Doméne durch die Kinasen Lck und Fyn
Tyrosin-phosphoryliert wird (55). Aufgrund der Signal-iibertragenden Eigenschaften von
SLAM konnte die Bindung von MV Partikeln oder Glykoproteinen an das Rezeptormolekiil
die Aktivierung von T- und B-Zellen verdndern. SLAM ist an der Regulation der Balance
zwischen Thl und Th2 Immunantwort beteiligt (82). Da Thl Zellen ein deutlich hdhere
Expression an SLAM aufweisen, als Th2 Zellen, ist es moglich, dass Th1-Zellen bevorzugt
durch MV infiziert werden. Die Herunterregulation von SLAM wéhrend der MV Infektion
konnte daher die Thl hin zur Th2 Antwort verschieben (84). Allerdings wurde gezeigt, dass
die MV induzierte Proliferationsinhibition unabhéngig von SLAM ist (96). Somit konnte die
MYV induzierte Herunterregulation von SLAM zu einer verldngerten Th2 Antwort beitragen,
wenn ausreichend MV infizierte Zellen oder MV Glykoproteine produziert wurden, um eine
signifikante Anzahl von Lymphozyten zu kontaktieren (158).

Erste Untersuchungen zwischen zytotoxischen T-Zellen und B-Zellen zeigten, das SLAM
innerhalb des SMAC-Bereiches der IS lokalisiert ist (159). CD150 ist in der Plasmamembran
lateral mobil und bildete in der Kontaktzone zwischen zwei mit eGFP-CD150 transfizierten
Jurkat-Zellen Clusterstrukturen. Da CD150 in intrazelluliren Kontaktzonen seggregiert,
konnte ein Funktion von CD150 darin bestehen, die Affinitit von, z.B. CD150" Gedéchtnis-T-
Zellen, mit APCs zu verstirken. MV infizierte DCs konnen allogene T-Zellen nicht mehr
stimulieren bzw. inhibieren deren Proliferation (59,90). Interessanterweise exprimieren
ruhende T-Zellen, mit denen infizierte DCs im Lymphknoten konjugieren, kein SLAM.
Wihrend der Infektion unreifer dendritischer Zellen mit WTF kommt es zur Expression
typischer ,,Reifungsmarker* (72,75,80). Kiirzlich wurde gezeigt, dass wahrend der Ausreifung
von humanen DCs das B2-Integrin bindende Protein CYTIP (cytohesin-interacting protein)
exprimiert wird, welches die De-Adhéirenz der T-Zellen von der DC-Oberflidche vermittelt
(160). CYTIP akkumuliert wahrend der initialen DC/T-Zell-Kontakte in der Interaktionszone
und scheint spezifisch DC/T-Zell-Kontakte zu regulieren, da die Bindung von DCs an
endothelialen Zellen nicht durch eine Inhibition von CYTIP beeinflusst wird. Das De-
adhérieren der T-Zellen von DCs ist notwendig, damit T-Zellen nach Antigen-Erkennung
klonal expandieren und die lymphatischen Organe verlassen konnen oder weitere DCs nach
relevanten Antigen scannen konnen. Es wire interessant zu untersuchen, ob die WTF-

induzierte Reifung der DCs die Expression von CYTIP supprimiert und dadurch die De-
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Adhirenz der interagierenden T-Zellen von der DC und somit ein Scannen der DCs durch T-
Zellen verhindert.

Wihrend der Aktivierung von T-Zellen wird das F-Aktin polymerisiert und reorganisiert, um
morphologische Verdnderungen, Migration und die Formation der immunologischen Synapse
zu ermoglichen (97,101,102,106). Die Regulation der Adhdsion humaner T-Zellen ist von
essentieller Bedeutung fiir die Immunantwort. Zirkulierende Lymphozyten adhirieren an
Komponenten der Extrazellulirmatrix an Stellen der Inflammation und in lymphoiden
Geweben (135,136). Fiir die Zellmotilitit ist Aktin-Dynamik, Verdanderung der Integrin-
vermittelten Adhédrenz und Modifikation in der Zellform erforderlich (101,102). Es wurde
gezeigt, dass Rho GTPasen wichtige Regulatoren der Polarisierung und Migration von T-
Zellen sind (161). Um zu demonstrieren, dass der Kontakt mit MV-infizierten Zellen zu
morphologischen oder funktionellen Anderungen von T-Zellen fiihrt, wurde die Migration
von T-Zellen auf ED-infizierten U251p-Zellen untersucht, da diese Zellen zu 100% virale
Glykoproteine auf der Oberfliche exprimieren. Die Analyse der Migration eGFP-Aktin-
transfizierter T-Zellen auf der ED-infizierten Zelllinie zeigte, dass die Migrationsge-
schwindigkeit der T-Zellen deutlich verringert wurde (Abb. 5.11.,12). Die T-Zellen bildeten
nach Kontakt mit nicht-infizierten U251-Zellen Uropodien aus, welche nach Kontakt mit ED-
infizierten Zellen fehlten (Abb. 5.11.). Ahnlich zeigen MV-behandelte T-Zellen nach
Integrin-Aktivierung auf Fibronektin, einem Bestandteil der Extrazellulirmatrix, eine nur
teilweise polarisierte Struktur (Abb. 5.9.). Eine mogliche Ursache der MV Glykoprotein-
induzierten Inhibition der Polarisierung konnen die nicht aktivierten GTPasen Cdc42 und
Racl bzw. die reduzierte F-Aktin Aktivierung sein (Abb. 5.5.). Da zur Verhinderung der
viralen Membranfusion ein Fusionsinhibitor hinzugefiigt wurde, kann die verringerte
Migrationsgeschwindigkeit nicht durch virale Membranfusion mit der T-Zell-Membran
hervorgerufen werden. Die MV Rezeptoren CD46 und CD150 werden auf persistierend-
infizierten Zellen herunterreguliert, die MV-Glykoproteinen konnten aber mit CD46 auf der
Oberflache der kontaktierenden T-Zellen binden, und durch ein Arretieren der T-Zellen die
verlangsamte Migrationsgeschwindigkeit bewirken. Eine persistierend WTF-infizierte
Zelllinie, welche die Interaktion mit CD46 umgehen wiirde, steht momentan nicht zur Ver-
fligung.

Wihrend der Interaktion von Leukozyten mit endothelialen Zellen sind Mikrovilli involviert,

spezialisierte periphere Strukturen auf der Oberfliche vieler Zelltypen, die bei Adhésions-
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vorgingen von Lymphozyten eine kritische Rolle spielen (162,163). Die Behandlung von T-
Zellen mit MV fiihrt zur kompletten Eliminierung von Mikrovilli auf der Oberfliche WTF-
behandelter T-Zellen (Abb. 5.15.). Sowohl der Verlust an Mikrovilli als auch die inhibierte F-
Aktin-Polymerisation MV-behandelter T-Zellen konnte die T-Zell-Migration an Endothel-
zellen reduzieren. Interessanterweise wurde gezeigt, dass die Behandlung von T-Zellen mit
Cytochalasin B oder D, zwei Toxinen, welche die Aktinpolymerisation inhibieren, signifikant
das Rollen von T-Zellen entlang des Endothels verhinderte (164,165). Die Regulation von
Mikrovilli wird durch ERM-Proteine und Rho GTPasen vermittelt. Colokalisationanalysen
zeigen, dass die wenig ausgebildeten radialen Lamellipodien- und Filopodien-Strukturen in
MV-behandelten Zellen mit einer reduzierten ERM-Phosphorylierung und reduzierten F-actin
Polymerisierung einhergehen (Abb. 5.13.,14.). Ubereinstimmend mit der Literatur sind die
ERM-Proteinen in mock-behandelten nicht-stimulierten T-Zellen phosphoryliert (166) (Abb.
5.13.,14). Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen, dass nicht-stimulierte und
CD3/CD28 costimulierte WTF-behandelte T-Zellen keinerlei Mikrovilli-Strukturen auf der
Oberfldche tragen. Das ist libereinstimmend mit Daten anderer Untersuchungen, die zeigten,
dass die Ausbildung von Mikrovilli von phosphorylierten ERM-Proteinen abhingig ist (167).
Der komplette Verlust von Mikrovilli ist dhnlich der Morphologie primdrer humaner T-
Zellen, die durch Latriculin A (Inhibitor, der die Aktin-Polymerisierung blockiert) oder durch
ERM knock-out induziert werden kann (167,168). Da WTF mit Rho GTPasen, welche sowohl
die ERM-Phosphorylierung als auch die Mikrovillibildung regulieren kdnnen, interferiert,
konnte die Inhibition der GTPasen Cdc42 und Racl zur Dephosphorylierung der ERM-
Proteine fithren und damit zum Verlust von Mikrovilli. Wenig ist allerdings bekannt, wie die
ERM-Phosphorylierung durch Rho GTPasen in CD3/CD28 costimulierten Zellen reguliert
wird und welche Auswirkungen das auf die Ausbildung von Mikrovilli hat. Untersuchungen
zeigten, dass die ERM-Phosphorylierung bzw. -Dephosphorylierung von externen Stimuli
abhéngig ist (z.B. Chemokin-induzierter Polarisierung oder APC/T-Zell-Kontakten) (129).
Eine Stimulation von Leukozyten mit SDFl-a induziert die ERM-Dephosporylierung,
wiahrenddessen infolge Thrombinaktivierung in Thrombozyten die Phosphorylierung
dominiert (166,169). Eingehende Studien wurden an mit dem Chemokin SDF-1a stimulierten
primdren T-Zellen durchgefiihrt (152,166). Infolge des SDF-1a Stimulus kommt es zu einer
rapiden Dephosphorylierung der ERM-Proteine und zum Zusammenbruch von Mikrovilli-
Strukturen. Die SDF-1a induzierte Eliminierung von Mikrovilli erhoht moglicherweise den

Kontakt von Integrinen und Transmembranrezeptoren auf Lymphozyten mit den Liganden
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auf dem Endothel wihrend der Leukozytenpolarisierung und koénnte dadurch eine starke
Adhésion der T-Zellen mit Endothelzellen unterstiitzen (170,171). Da die Transmigration
durch Endothelzellen eine extreme Deformation von Lymphozyten erfordert, konnte die
Persistenz von Mikrovilli moglicherweise auch ein Hindernis fiir die transendotheliale
Migration darstellen (129,166). Kiirzlich wurde demonstriert, dass ERM-Proteine nach TCR-
abhingiger Antigenerkennung rapide dephosporyliert werden, was eine Entspannung des
Zytoskeletts zur Folge hat und damit APC/T-Zell-Konjugatformation fordert (153). Das
,Entakern’ des Aktin-Zytoskeletts von der T-Zell-Membran erniedrigt die Membranstarrheit
und ermoglicht dadurch eine effizientere Konjugatbildung. Dieser Mechanismus ist in dem in
der Literatur verwendeten System von einem Vav-Racl-Signalweg abhdngig. In MV-
behandelten T-Zellen ist sowohl der Transport von Vav in Membran-rafts als auch die
Aktivierung von Racl blockiert (Abb. 5.3.,5.5). Wéhrend der APC/T-Zell-Interaktion
entwickeln T-Zellen ausgedehnte Lamellipodien, die sich entlang der APC-Oberfldche
ausdehnen (172,173). Sowohl Cdc42 als auch Racl induzieren ausgedehnte Lamellipodien-
und Filopodien-Strukturen und Membran-ruffles (174,175). Damit {ibereinstimmend
entwickeln mock-behandelte Kontrollzellen nach CD3/CD28 Costimulation ausgeprigte
Lamellipodien-Strukturen. Dagegen konnen MV-behandelte T-Zellen nach CD3/CD28
Ligation diese Aktin-assoziierten Membranstrukturen nicht mehr bilden (Abb. 5.15.B). Das
ist libereinstimmend mit der beobachteten MV-induzierten Inaktivierung von Cdc42 und Racl
(Abb. 5.5.A) und inhibierten Aktin-Polymerisierung. Interessanterweise konnen T-Zellen
nach Bindung von MV trotz der in dieser Arbeit beschriebenen drastischen Effekte auf
Membran-Zytoskelett-Interaktionen weiterhin Konjugate mit LPS-ausgereiften DCs bilden
(Abb. 5.19. A,B). Allerdings ist die Akkumulation des TCR innerhalb der immunologischen
Synapse WTF-behandelter T-Zellen gestort. Interessanterweise ist die nicht-zentrale
Akkumulation des TCR mit T-Zell-Anergie in Verbindung gebracht worden (116,176). Die
dabei dokumentierte IS Bildung ist mit den in dieser Arbeit gezeigten Verteilungsmustern
vergleichbar. Der Aktin-abhéngige Transport von TCR-Komplexen in die Membran-raft
Bereiche und Clusterbildung von Rezeptoren sind Strategien von T-Zellen, um hoher
geordnete Strukturen von Rezeptorclustern zu ermdglichen, in welchen Signalmolekiile und
Adaptorproteine konzentriert und Negativregulatoren ausgeschlossen werden, was zu
effektiven TCR Signalen und zur Lymphozytenaktivierung fiihrt. Es sind verschiedene
Morphologien und molekulare Organisationen immunologischer Synapsen bekannt —

monozentrische (reife), sekretorische,
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multizentrische, nicht-segregierte und dynamische immunologische Synapsen (126,127,177).
Eine stabile, monozentrische IS resultiert aus der polarisierten Interaktion der T-Zellen mit
der APC, bei der sich zentrale Cluster von TCR-, Adhédsions- und Signalmolekiilen in der
APC/T-Zell-Kontaktzone bilden (SMAC). Bei denen in dieser Arbeit analysierten Synapsen
handelt es sich um monozentritische, reife Synapsen.

Wihrend der TCR-Antigen-Erkennung kommt es zur Polarisierung der T-Zelle in Richtung
der interagierenden Zielzelle. Die damit verbundenen dramatischen Zytoskelettumlagerungen
sind auch mit der Reorientierung des Tubulin-Zytoskelettes verbunden (MTOC) (144,145).
MV-behandelte T-Zellen zeigten dagegen eine nur unvollstindige MTOC-Translokation
(Abb. 5.20.). Das stimmt mit den Beobachtungen iiberein, dass MV die Fibronektin- bzw.
CD3/CD28 Antikorper-induzierte Polarisierung inhibiert (Abb. 5.9.). Vermutlich kann das
durch die MV-induzierte Interferenz der Aktivierung von Rho GTPasen verursacht werden,
da Rho GTPasen, vor allem Cdc42, bei der Dynamik von Tubulin-Strukturen und der MTOC-
Relokalisation eine wichtige Rolle spielen (136,144).

Eine Verbindung zwischen T-Zell-Costimulation und Reaktivierung des Aktin-Zytoskeletts
ist Cofilin, ein Protein, das zur Familie der kleinen Actin-bindenden Proteine gehdrt (101).
Cofilin bindet sowohl globuldres als auch filamentdses Aktin und induziert Aktin-
Depolymerisierung. Ubereinstimmend mit der Literatur ist Cofilin in nicht-stimulierten mock-
behandelten T-Zellen phosphoryliert (Abb.5.17., 5.18.) (111). Phosphoryliertes Cofilin bindet
nicht an F-Aktin und dies resultiert in einer Stabilisierung des F-Aktins. Die
Dephosphorylierung von Cofilin erméglicht die Bindung an F-Aktin und vermittelt die
Depolymerisierung und Trennung polymerisierter F-Aktin-Fasern (101,178). Somit kann eine
Aktivierung von Cofilin nicht nur die Dynamik von F-Aktin-Umlagerungen regulieren und
damit Prozesse unterstiitzen, die ein flexibles Zytoskelett erfordern, wie T-Zell-Migration,
sondern auch zum Abbau polymeriserten F-Aktins fithren. Gemal Literatur wird Cofilin in T-
Zellen durch CD2 oder CD3/CD28 Costimulation aktiviert (111). Damit iibereinstimmend
wird Cofilin in mock-behandelter T-Zellen in Verlauf der CD3/CD28 Costimulation
dephosphoryliert. Interessanterweise zeigen allerdings die durchgefiihrten Untersuchungen
CD3/CD28 costimulierter MV-kontaktierter Zellen, dass Cofilin signifikant dephosphoryliert
und damit aktiviert wird (Abb. 5.17.). Dies wird bestdtigt durch mikroskopische Analysen
MV-behandelter CD3/CD28 costimulierter T-Zellen. In MV-behandelten T-Zellen mit
unvollstindiger F-Aktin-Polymerisierung und nicht-ausgebildeten Lamellipodien ist Cofilin

stark dephosphoryliert (Abb. 5.18.). Da die Bindung von MV im Zeitverlauf der
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Costimulation eine starke Dephosporylierung sowohl der ERM-Proteine und als auch von
Cofilin bewirkt, ist zu vermuten, dass durch die MV-induzierten Signale Kinasen bzw.
Phosphatasen aktiviert werden. Verschiedene Kinasen wurden identifiziert, wie ROCK,
PKCO, LIMK, TESK und Pakl, deren Substrat Cofilin ist (107-110,173). Rho GTPasen
konnen durch die Kinasen ROCK (Rho GTPase Effektor-Rho-Kinase) und Pakl (p21-
aktivierte Kinase) die LIM-Kinase phosphorylieren, welche Cofilin phosphoryliert und
inaktiviert (179). Die Tes-Kinase wird durch Stimulation von Integrinen aktiviert, welche Rho
aber nicht ROCK oder Pak1 erfordern (180). Weniger bekannt sind die Phosphatasen, welche
die De-phosphorylierung von Cofilin regulieren konnen. Die Phosphatasen PP1/PP2A und
PP2B konnen Cofilin in T-Zellen infolge der CD3/CD28 Costimulation dephosphorylieren
(111). Allerdings wurde beschrieben, dass Cofilin auch in Zellen dephosphoryliert werden
kann, in denen die Phosphatasen PP1/PP2 inhibiert sind (180), was vermuten ldsst, dass noch
weitere bisher unbekannte Phosphatasen involviert sind. Ein weitere Phosphatase SSH
(slingshot) kann ebenfalls Cofilin-vermittelte Aktinumlagerungen regulieren (112,181).
Interessanter-weise kann Cofilin durch SSH iiber einen PI3K-abhingigen Signalweg
dephosphoryliert werden (112). Sowohl die Dephosphorylierung von Cofilin als auch die
Assoziation mit F-Aktin konnte durch Einsatz eines PI3K-Inhibitors (wortmannin) blockiert
werden (112). Da die PI3K-Aktivierung zur Phosphorylierung von SSH fiihrt, welche Cofilin
dephosphoryliert, konnte die MV-induzierte Hemmung der PI3K zur Inaktivierung von SSH
fithren und damit die Dephosphorylierung von Cofilin verhindern. Da aber Cofilin infolge der
MV-Bindung deutlich dephosphoryliert ist, wird vermutlich die MV-induzierte
Dephosphorylierung durch eine andere Phosphatase verursacht. Allerdings konnte eine
Regulation von Cofilin durch PI3K konnte nur fiir die Insulin-stimulierte Phosphatase-
Aktivierung von SSH demonstriert werden. In vitro induziert Insulin die PI3K-abhéngige
Dephosphorylierung und Akkumulation von Cofilin in Membranausdehnungen von
Fibroblasten der Maus (112). Der regulatorische Mechanismus, wie PI3K die Dynamik von
Aktin-Filamenten und Membranausdehnungen reguliert, ist noch nicht bekannt. Kiirzlich
wurde gezeigt, dass die SSH-vermittelte Regulation von Cofilin bei der Chemotaxis von
Jurkat-T-Zellen eine kritische Rolle spielt (178). Dabei bleiben nach Inhibition von Cofilin
und SSH in SDF1la-stimulierten Jurkat-T-Zellen Lamellipodien erhalten. Vermutlich ist die
SSH-vermittelte Regulation der Cofilin-Phosphorylierung fiir die Chemokin-induzierte

Lamellipodien-Bildung und gerichtete Zellbewegung verantwortlich. Erst kiirzlich wurde eine
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Phosphatase identifiziert, Chronophin, welche eine hohe Spezifitit gegeniiber P-Cofilin
besitzt (182,183). Sowohl SSH als auch Chronophin sind in F-actin reiche Lamellipodien und
Membranausdehnungen lokalisiert und weitverbreitet in Hirn, Thymus, Milz, Herz, Leber und
Muskel (184). Da aber die Substratspezifitit der Kinasen/Phosphatasen nicht vollstindig
geklart sind, konnen die involvierten Enzyme in vorliegender Arbeit nicht identifiziert
werden. Allerdings gibt es derzeit keine Hinweise, ob SSH oder Chronophin in priméren T-
Zellen exprimiert werden. Daher bleibt zu kléren, welche Phosphatase fiir die MV-induzierte
Cofilin-Dephosphorylierung in T-Zellen verantwortlich ist.

Obwohl in MV infizierten Patienten auch eine Immunantwort induziert wird, fiihrt die
ausgepriagte Immunsupression hdufig zu mikrobiellen, viralen und parasitiren Sekundér-
infektionen (7,8). Die durch MV induzierte Immunsuppression hat zur Folge, dass eine Reihe
von immunologischen Funktionen inhibiert sind. Dazu gehdrt die MV-Interaktion mit SLAM,
die fiir MV charakteristische Verschiebung einer Thl zu einer Th2 Antwort, die Modulation
von T- und B-Zell-Antworten, die Verschiebung der Zytokinsekretion, eine Verdnderung in
der Reifung von dendritischen Zellen und die Inhibition der T-Zell-Proliferation (70-
72,78,80). MV kann in peripheren Blutlymphozyten in sehr geringer Anzahl wihrend der
akuten Phase nachgewiesen werden (ca. 3-5 %, 185). Die Immunsuppression kann klinisch
und anhand funktioneller Parameter aber bis zu 2-3 Monate nachgewiesen werden (186).
Somit ist es wahrscheinlich, dass die MV induzierte Immunsuppression nicht nur durch die
direkte virale Replikation in hédmapoetischen Zellen, sondern auch durch indirekte
immunpathogene Mechanismen verursacht wird. Damit iibereinstimmend wurde in
vorliegender Arbeit demonstriert, dass in vitro alleine die Bindung von MV an T-Zellen
ausreichend ist, um mit der TCR-stimulierten Aktivierung von F-Aktin und davon abhéngigen
Prozessen der T-Zell-Aktivierung und Zytoskelettdynamik, wie Polarisierung, Migration und
DC/T-Zell-Interaktion zu interferieren. Da die Zytoskelettaktivierung von essentieller
Bedeutung fiir physiologische T-Zell-Antworten ist und alle Stadien der Aktivierung von
Lymphozyten mit profunden Verdnderungen in Migration, Adhdsion und APC/T-Zell-
Interaktionen assoziiert sind, konnte eine Interferenz von MV mit diesen Signalen die
Funktionalitdt von T-Zellen inhibieren. Da der Kontakt mit dem MV Glykoproteinkomplex
somit essentielle Schritte in der APC/T-Zell-Aktivierung supprimiert, konnte dies
moglicherweise zur erhohten Empfianglichkeit von MV-infizierten Patienten gegeniiber

Sekundérinfektionen beitragen.
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7. Zusammenfassung

Der Kontakt humaner T-Zellen mit dem MV Glykoproteinkomplex interferiert mit der
CD3/CD28 stimulierten Aktivierung von PI3/Akt-Kinase Signalwegen. Damit verbunden ist
der ineffiziente Transport PH-Domainen-enthaltender Proteine in Membran-rafts, wie der Akt-
Kinase und Vav, den Guaninnukleotid-Austauschfaktor von Rho GTPasen. Es konnte gezeigt
werden, dass infolge des MV-Kontaktes die CD3/CD28 stimulierte Aktivitit der Rho
GTPasen Cdc42 und Racl inhibiert ist. Dagegen war in MV-behandelten Zellen eine leichte
RhoA Aktivierung festzustellen. Rho GTPasen spielen eine kritische Rolle in der Regulation
von Zytoskelettorganisation von T-Lymphozyten. Ubereinstimmend damit wurde gezeigt,
dass der Kontakt mit MV die CD3/CD28 costimulierte Aktivierung und Polymerisation des F-
Aktins inhibiert. Damit verbunden ist die reduzierte Féhigkeit MV-behandelter T-Zellen auf
Fibronektin- und mit CD3/CD28 Antikdrpern-beschichteten Objekttrigern zu polarisieren.
Die Ausbildung F-Aktin-getriebener morphologischer Verdnderungen, wie Filopodien,
Lamellipodien und Uropodien, ist drastisch reduziert. Rasterelektronenmikroskopische Auf-
nahmen zeigten in nicht-stimulierten und CD3/CD28 costimulierten MV-behandelten T-
Zellen einen nahezu kompletten Verlust an Mikrovilli und Lamellipodien. Die Bindung von
MYV induziert die Dephosphorylierung des F-Aktin—bindenden Proteins Cofilin und der ERM-
Proteine. Es konnte demonstriert werden, dass der MV-Kontakt die Ausbildung einer reifen
immunologischen Synapse stort. Trotz der morphologischen Verdnderungen konjugieren MV-
behandelte T-Zellen mit DCs. Die Anzahl MV-behandelter T-Zellen, die mit DCs inter-
agieren, ist vergleichbar mit der mock-behandelter T-Zellen. Allerdings zeigt die 3-
dimensionale Rekonstruktion der DC/T-Zell-Kontaktzone, dass in MV-behandelten T-Zellen
die zentrale Akkumulation und Clusterbildung des CD3-Molekiils gestort ist und keine
monozentrische Synapse ausbildet wird. Desweiteren erfolgt die Relokalisation des MTOC in
T-Zellen in Richtung der DC unvollstindig.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der MV Glykoproteinkomplex mit essentiellen
Schritten einer erfolgreichen T-Zell-Aktivierung wihrend der APC/T-Zell-Interaktion

interferiert.



- 109 -

7.1. Summary

It was previously shown, that CD3/CD28-induced activation of PI3/Akt kinase pathway and
proliferation are impaired in T cells after contact with the MV glycoprotein complex. As a
result of PI3 kinase inactivation, membrane recruitment of PH domain containing proteins
such as Akt kinase and the Rho GEF Vav, was abolished after CD3/CD28 coligation. The
binding of MV interferes with CD3/CD28 coligation induced GTP-loading of the Rho
GTPases, Cdc42 and Racl. GTP-loading of RhoA was not impaired after MV treatment.
Rather, RhoA was slightly activated by MV alone and this was enhanced upon CD3/CD28
ligation. Consisting with the failure of CD3/CD28 ligation to induce GTP-loading of Cdc42
and Racl, polymerization of F-actin and morphological changes required for the formation of
a contact plane such relaxation, flattening did not occur in MV treated T cells. MV treatment
also efficiently interfered with the ability of T cells to adhere to ECM components. In contrast
to mock treated, the majority of MV exposed T cells failed to aquire a polar front-rear
organization. Thus, MV induced signaling efficiently impairs stimulation dependent
reorganisation of the F-actin cytoskeleton and adhesion in T cells.

As revealed by scanning electron microscopy, exposure of T cells to MV induced an almost
complete breakdown of microvillar structures which could also not be restored upon
CD3/CD28 costimulation. The almost complete collapse of membrane protrusions in MV
treated cells was associated with reduced phosphorylation levels of cofilin and ERM proteins.

The ability of MV exposed T cells to interact with DCs and form DC/T-cells conjugates is not
affected. MV signaling to T cells interfered with clustering and recruitment of CD3 into the
central supramolecular activation cluster of the IS. MV also prevents the redistribution of the
MTOC in T cells towards the synapse.

In summary, MV interferes with stimulated cytoskeleton remodeling, and this disturbes the
ability of T cells to adhere, spread and cluster receptors essential for sustained activation. The
signal given by the MV glycoprotein complex apparently prevents essential steps in APC/T

cells interactions which are required for migration and successful activation.
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