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1 Einleitung

1.1 Dendritische Zellen (DCs)

1.1.1 Funktion der DCs

Der Pathologe Paul Langerhans identifizierte und beschrieb 1868 erstmals einen
neuen Zelltyp in der Epidermis. Diese nach ihm benannte Langerhanszellen (LC)
wurden zunachst dem Nervensystem zugeordnet. Erst 1973 charakterisierten
Steinman und Cohn den Zelltyp detailierter und erkannten ihre Funktion als
antigenprasentierende Zellen des Immunsystems [1, 2, 212]. Aufgrund ihrer
einzigartigen Fortsatze (griech: dendron = Baum) wurden sie Dendritische Zellen
(DCs) genannt. Die Hauptaufgabe der ,Wachter des Immunsystems®, die in fast allen
Geweben und Organen vorkommen, ist die Antigenprasentation. Sie besitzen die
Fahigkeit zur Erkennung, Aufnahme, Prozessierung und Prasentation von
extrazellularen Bestandteilen und sind fur die Aktivierung der spezifischen T-

Zellantwort verantwortlich [2].

1.1.2 Vorkommen und Unterteilung von DCs in der Maus

DCs stellen eine heterogene Population dar, die sich in Ursprung, Lokalisation, in der
Expression ihrer phanotypischen Oberflachenmolekile unterscheiden und
unterschiedliche spezifische Funktionen besitzen [3, 4]. Dendritische Zellen werden
in zwei Hauptkategorien unterteilt: Konventionelle DCs (cDCs) und nicht-
konventionelle DCs. Zu den nicht-konventionellen DCs gehdéren die plasmazytoiden
DCs und die TNF-iINOS-produzierenden DCs (Tip-DCs). Die konventionellen DCs
werden nochmals unterteilt in ,migratory DCs® die in den peripheren Geweben
Antigen aufnehmen und zu den lymphatischen Geweben migrieren, und die
.lymphoid-tissue-resident DCs", die sich stets im lymphatischen Gewebe aufhalten.
Die ,migratory DCs" umfassen z.B. die Langerhans-Zellen und interstitiellen DCs. Die
Jympoid-tissue-resident DCs“ werden in der Maus weiter unterteilt in CD4"CD8"
cDCs (CD4"), CD4CD8*cDCs (CD8'DCs) und CD4 CD8¢cDCs (Doppelnegative =
DN), die in Milz, Thymus und Lymphknoten vorkommen (Tabelle 1) [3, 5, 6, 7, 9]. Der
Anteil der Gesamtzahl der CD11c” DCs betragt 3 % in der Milz. Davon sind 25 %
CD8a", 55 % CD4" und die restlichen DCs sind doppeltnegativ [8].



Tab. 1: Dendritische Zellen in der Maus
(modifiziert nach Alvarez et al., 2000 [9])

DC Subtypen

Oberflaichenmarker

Migrationsweg

Langerhans Zellen

Langerin® MHC II*
Dectin-1*

CD1a* CD11b* CD11c”
CD24a" CD205" CD45"
CD8a"" CD103"

Epidermis

- Dermis

- Afferente Lymphgefalie
> LN

Dermale DCs

Langerin® MHCII" CD103"
CD11b"° CD11c™ CD45"
CD8a”

Dermis
- Afferente Lymphgefalle
- LN

Langerin” MHCII* CD11c”
DEC205" CD24a”

Dermis
- Afferente Lymphgefalle
- LN

CD8'DCs CD8a* MHCII* CD11¢* Blut
CD4™ CD205" SIRP-a > SLO
> BM
- Thymus
CD8DCs CD8a’MHCII* CD11¢” Blut
CD11b* CD4 SIRP-a* > SLO
> BM
- Thymus
CD8a” CD4* DC CD8a” CD4* CD11b* Blut
MHCII* DCIR2" > Milz
pDCS B220* CD11c” Ly6C* Blut
MHCII® cD4™ CcD8a™ > SLO
PDCA-1* > BM
- Thymus
> Gewebe
DCs in der Lunge . CD11b" CD11¢* CD103" Lunge

(2 Subpopulationen)

N~

.CD11b"°CD11¢* CD103"

- Afferente Lymphgefalle
> LN

Lamina propria DCs
(4 Subpopulationen)

. CD11c" CD11b™ CD205" CD103"
. CD11c" CD11b* CD205" CD103"
.CD11c¢™ CD11b™ CD205™ CD103"
.CD11c¢™ CD11b* CD205 CD103"

Lamina propria
- Afferente Lymphgefalle
> LN

DCs in den
Peyerschen Plaques
(3 Subpopulationen)

.CD11c¢” CD8a" CD11b"
.CD11c" CD8a” CD11b"
.CD11c" CD8a” CD11b~

WN =2 PR WON -

Peyersche Plaques




1.1.3 Entwicklung und Rekrutierung von DCs

Dendritische Zellen stammen von den hamatopoetischen Stammzellen des
Knochenmarks ab. Diese besitzen das Potential sich selbst zu erneuern, durch
Proliferation und Differenzierung in Progenitorzellen und anschlieffend in
verschiedene Blutzellen auszureifen. Aus den hamatopoetischen Zellen entstehen
die myeloiden Progenitorzellen (MPs), die sich zu den ,macrophage and DC
precursors‘ (MDPs) weiterentwickeln [10, 11]. MDPs differenzieren sich zu den
Monozyten und ,common DC precursor® (CDPs). Aus den proliferierenden CDPs
entwickeln sich die pDCs und die ,pre-cDCs"®, die im steady state in Knochenmark,
Blut und Milz vorkommen und aus denen dann cDCs hervorgehen [11, 12, 13].

Abb. 1 Ursprung und Entwicklung der DCs und Monozyten
(modifiziert nach Liu et al., 2010 [14] )

Alle Entwicklungsstufen koénnen phanotypisch durch die Expression spezifischer
Oberflachenantigene charakterisiert werden (Abb.1) [7,11]. An der Entwicklung der
cDCs sind verschiedene Transkriptionsfaktoren (z.B. STAT3 und STATS5) und
Zytokine (z.B. FLT3L, GM-CSF, CSF-1) beteiligt [15, 16]. Die Zellteilungen in den
lymphatischen Organen werden durch regulatorische T-Zellen (Tregs), flt3- und
Lymphotoxin-3-Rezeptor kontrolliert [11,14,17,18]. Darrasse-Jeze et al. fanden einen
,<feedback regulatory loop“ zwischen DCs und Tregs, das die Anzahl der beiden

Zelltypen im steady state in vivo aufrechthalt [19].



Tab. 2: Entwicklung der cDCs
(modifiziert nach Liu et al., 2009; Geismann, 2010 [7,11])

Zelltyp | Vorkommen Oberflachenmarker
HSC BM CD34*, SCA-1*, Thy1.1*"°, CD38", c-kit*, Lin" (Ter119°, CD11b’,
CD11c, Nkp46', CD3", CD19", Gr1", MHC II', Sca1lL-7Ra)
MPs BM CD34" SCA-17, c-kit*, Lin" (Ter119, CD11b,, CD11c, Nkp46,
CD3’, CD19, Gr1,, MHC II', Sca1lL-7Ra’)
MDPs BM Lin" (Ter119,, CD11b’, CD11c’, Nkp46', CD3", CD19", Gr1", MHC
I, Sca1” IL-7Ra’), CD117™, CD34*, CD16*, CX;CR1*, CD115",
CD135"
CDPs BM Lin® (Ter119, CD11b, CD11c’, Nkp46, CD3, CD4, CD8a,
CD19, Gr1" MHC II, Scat, IL-7Ra’) CD117™°" CX;CR1",
CD115%, CD135"
Pre-cDCs | BM CD11b*, CD11¢*MHC II, CXsCR1*, CD117"°", CD115*, CD135"
Blut, Milz CD11b*, CD11¢* MHC II*, CX5CR1*, CD117", CD115°%, CD135",
F4/80°
pDCs BM,  Blut, | B220*, SiglecH*, BST2", Ly6C*, CD62L*, CCR2‘, CD115,
SLO CD11b, NKp46, MHC 1I°¥, F4/80, CD11c™, CD3, CD19,
Ly6G’, CXsCR1"°Y, CD43*
cDCs SLO Tabelle 1

1.1.4 Antigenerkennung und Antigenaufnahme durch DCs

DCs konnen eine vielfaltige Anzahl an verschiedenen Antigenen aufnehmen und

diese dann, gebunden als Peptide an MHC-I oder MHC-II-Molekulen, T-Zellen

prasentieren [20]. Sie regulieren die Qualitat der T-Zell-Antwort, d.h. sie entscheiden,

welche Effektor-T-Zellen sich ausbilden, die schliellich die entscheidende Rolle bei

der Abwehr von Infektionen tragen. Unreife DCs besitzen eine betrachtliche

Kapazitat Antigene aus ihrer Umgebung mit Hilfe verschiedener Mechanismen

aufzunehmen. Die Mechanismen sind Makropinozytose, Phagozytose und Rezeptor-

vermittelte Endozytose [21-23]. Uber die Makropinozytose werden im unreifen

Stadium standig I0sliche Antigene aufgenommen [23-26]. Durch Phagozytose oder




rezeptorvermittelten Endozytose werden durch Apoptose oder Nekrose entstandene
Zelltrummer, Viren und Bakterien, sowie I0sliche Antigene internalisiert. Die
rezeptorvermittelte Endozytose wird durch Oberflachenproteine der DCs ausgeldst.
Die wichtigsten Proteine umfassen die C-Typ Lektin Rezeptoren (Makrophagen-
Mannose-Rezetor = CD206, DEC205) [27], die Fc-Rezeptoren (Typ Fcy, Fce) [20]
und Toll-like-Rezeptoren (TLR).

1.1.5 Antigenprozessierung und Antigenprasentation von DCs

DCs koénnen sowohl exogene als auch endogene Antigene aufnehmen und als
Peptide auf zell-eigenen Transportmolekilen (MHC-Klasse | oder II-Molekulen) auf
der Zelloberflache prasentieren. Endogene Antigene werden im Zytosol durch
Proteasomen zu kleinen Peptidfragmenten mit einer Lange von 8-9 Aminosauren
prozessiert. Durch selektive Transportersysteme (TAP = Transporter associated with
Antigen Processing) werden die Peptide ins Endoplasmatische Retikulum gebracht,
um dort auf MHC-Klasse I-Molekule geladen zu werden. Der Peptid-MHC-I-Komplex
wird darauf mit Hilfe des Golgi-Apparates an die Zelloberflache transportiert und
CD8" T-Zellen prasentiert [28-30]. Extrazellulare Antigene werden in Endosomen
aufgenommen und durch Proteasen zu Peptiden mit einer Lange von 12-20
Aminosauren gespalten. Der Transport der Peptide erfolgt dann gebunden an MHC-II
Molekiilen an die Zelloberflache, um sie CD4" T-Zellen zu prasentieren [31,32]. Eine
weitere Moglichkeit der DCs extrazelluldre Antigene CD8" T-Zellen (iber MHC-I-

Molekule zu prasentieren, wird ,cross-presentation® genannt. [31,33].

1.1.6 Maturation von DCs

Die Fahigkeit die Immunantwort zu regulieren hangt vom Maturationsstatus der DCs
ab [34]. Die Maturation der DCs kann durch eine Anzahl verschiedener Faktoren wie
z.B. die Antigen-Aufnahme und die Antigenprozessierung, durch inflammatorische
Zytokine oder durch die Bindung der TLR-Liganden (Abb. 2) induziert werden.

TLRs gehoren zur Famile der ,pattern recognition receptors® (PRR) und jeder
einzelne der 11 bis jetzt bekannten TLRs hat seinen spezifischen Liganden
(pathogen associated molecular patterns = PAMPs), die hauptsachlich auf bzw. in

den pathogenen Erregern zu finden sind. Bindet ein TLR seinen Liganden wird eine



spezifische Immunantwort Gber die MyD88-abhangige und/oder TRIF-abhangige
Signalkaskade ausgelost [35-39]. Zu den pathogen-assoziierten molekularen
Strukturen zahlen beispielsweise LPS, Flagellin oder CpG (Abb.2).

Imidazoquinoline .
Lipopeptide dsRNA SSRNA Flagellin
. . Profilinartiges Protein
Lipopeptide LPS CpG Uropathogene Bakterien
TLR1  TLR2 rmz TLRS TLR3 TLR4 TLR7/8 TLRS TLR5 TLR11

\/ \/

Inflammatorische Inflammatorische Inflammaterische Inflammatorische Inflammatorische
Zytokine Zytokine Typ 1 IFN Zytokine Zytokine TyplIFN Zytokine

P IEET
|

Adaptor- TIRAP TRAM ) (TIRAP MyDsg
molekile

— © Gl

Abb. 2 Ubersicht Toll-Like-Rezeptoren

TLR2 heterodimisiert mit TLR1 oder TLR6, wodurch Lipoproteine und Lipopeptide von verschiedenen
Pathogenen erkannt werden konnen. Doppelstrangige RNA von Viren wird von TLR3 erkannt und
Uber den TRIF-Signalweg weitergeleitet. TLR4 erkennt LPS (Bakterien) und kann Uber verschiedene
Adaptormolekiile (MyD88, TRAM, TIRAP und TRIF) die Immunantwort auslésen. TLR7/8 erkennen
Imidazoquinoline und ssRNA. TLR9 erkennt unmethylierte DNA (CpG) von Bakterien und Viren. TLR5
dient der Erkennung von bakteriellem Flagellin. Muriner TLR11 erkennt uropathogene Bakterien und
Toxoplasma gondii (modifiziert nach T. Kawai and S. Akira, 2006 [37]).

Wahrend ihrer Umwandlung von unreifen zu reifen Zellen unterziehen sich die DCs
einer Reihe von phanotypischen und funktionellen Veranderungen. Die Maturation
der DCs beinhaltet eine Umverteilung der MHC-Molekile aus dem intrazellularen
Kompartiment an die DC Oberflache, reduzierte Antigen-Aufnahme, einen Anstieg
der Expression von kostimulierenden Oberflachenmolekulen (z.B. CD80, CD86 und
CD40), morphologischen Veranderung (Bildung der charakteristischen Dendriten),
die Sekretion von Chemokinen, Zytokinen und die Expression von
Adhasionsmolektlen und Chemokinrezeptoren (siehe Abb 3). Durch diese

Veranderungen steigern die DCs ihre Fahigkeit T-Zellen zu stimulieren [2,40,41,42].
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Abb. 3 Charakteristische Merkmale von unreifen und reifen DCs

1.1.7 T-Zell-DC-Interaktion

Nachdem DCs Antigene aufgenommen und prozessiert haben, wandern sie von den
Marginalzonen in die T-zellreichen Zonen, um Antigene naiven T-Zellen zu
prasentieren und deren Differenzierung in Effektorzellen zu veranlassen. Zur
Aktivierung der T-Zellen sind spezifische Signale notwendig. Das Signal entsteht
durch die Bindung des T-Zell-Rezeptors an den MHC-Peptid-Komplex auf Antigen-
Prasentierenden Zellen (APCs) [32,42,43]. Fir eine vollkommene Aktivierung
bendtigen die T-Zellen zusatzliche kostimulatorische Signale, die durch die
Interaktion bestimmter Oberflachenmolekile auf den T-Zellen und APCs ausgelost
werden. Zu den kostimulierenden Molekilen gehéren CD40, CD80 und CD86, die
auf den DCs exprimiert werden und an die T-Zell-Molekule CD40L, CD28 und CTLA-
4 binden [44,45,46,47]. In Abwesenheit oder bei geringer Expression der
kostimulierenden Molekule werden die T-Effektorzellen nicht aktiviert oder gehen in
einen inaktiven, als Anergie bezeichneten, Zustand Uber [48]. Zytotoxische CD8"T-
Zellen erkennen Antigen/MHC-Klasse-I-Komplexe auf Zellen, welchen dann von den
zytotoxischen T-Zellen lysiert und abgetdtet werden. Zusatzlich setzen aktivierte
CD8'T-Zellen verschiedene Zytokine und Chemokine frei, die Apoptose oder
Migration von Leukozyten zum Infektionsherd induzieren [49].

Die Immunantwort der CD4'T-Helferzellen wird durch die Interaktion mit DCs
ausgelost. Die CD4'T-Helferzellen werden in verschiedene T-Zell-Subpopulationen

eingeteilt, die durch unterschiedliche Zytokinsekretionsmuster und die



darauffolgenden Effektorfunktionen charakterisiert werden kénnen [50,51]. Die Th1-
Zellen zeichnen sich durch eine hohe Produktion von IFN-y, TNF-a und IL-2 aus,
wogegen die Th2-Zellen die Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 synthetisieren.

Die Abbildung 4 stellt den heutigen Stand der Th-Subpopulationen und ihrer
Effektorfunktionen dar [51-53]. Alle DCs in der Milz kbnnen in vitro und in vivo T-
Zellen aktivieren, wobei die CD8'DCs die Th1 Antwort und die CD8DCs eine Th2
Antwort induzieren [54,55]. Zusatzlich prasentieren CD8" DCs bevorzugt Antigene

Uber ,Crossprasentation“ den CD8" T-Zellen [56].

Zytokine Subsets Effektorprofil

IL-2, IFNy, TNF 0, IL-10, Zelluldre Immunantwort
Abwehr intrazelluldre Pathogene

IL-17, IL-21, IL-22 . . .
Regulation der Autoimmunitat

IL-10, Foxp3, CD25 Regulation der Selbsttoleranz und
der T-Zell-Homeostasis

IL-2, IL-10, IL-21 B_Zelhilfe

IL-4, IL-5, IL-13, IL-10 Humorale Immunantwort
Abwehr extrazelluldre Pathogene

00000

Abb. 4 Stimulation der T-Zellen und die Differenzierung in T-Helferzellen

Differenzierung der T-Helferzellen nach der Interaktion mit DCs. Durch die Expression verschiedener
Zytokine werden unterschiedliche Th-Zellen aktiviert: T-Helferzellen1 (Th1) [50,57], T-Helferzellen17
(Th17) [58], regulatorische T-Zellen (Tregs) [59], Follikulare T-Helferzellen (TFh) [60], T-Helferzellen2
(Th2) [50,57]. Abbildung modifiziert nach Jelley-Gibbs et al., 2008 [52].



1.2 Yersinia enterocolitica

1.2.1 Allgemeines

Yersinien sind nach dem Schweizer Bakteriologen Alexandre John Emil Yersin
(1863-1943) benannt, der 1894 den Pesterreger (Yersinia pestis) in Hongkong
entdeckte [61]. Seit 1964 gehoren Yersinien zur Familie der Enterobacteriaceae und
umfassen inzwischen elf Arten [62,63]. Von diesen Yersinia-Arten sind drei von
besonderer medizinischer Relevanz, da sie humanpathogen sind: Der Erreger der
Pest Yersinia pestis und die beiden enteropathogenen Arten Yersinia
pseudotuberculosis und Yersinia enterocolitica [62]. Wahrend der Pesterreger in den
vergangenen Jahrhunderten die Ursache fir Pandemien in Afrika (Justinianische
Pest, 5.-7. Jahrhundert), Asien und Europa (“Schwarzer Tod®, 13.-15. Jahrhundert, 3.
Pandemie 1894) war, sind heute die beiden enteropathogenen Arten nach den
Salmonellen- und Campylobacter-Arten einer der haufigsten Erreger von bakteriellen
Enteritiden in der westlichen Welt [64,65].

1.2.2 Eigenschaften

Yersinia enterocolitica (Ye) ist ein gramnegatives, fakultativ anaerob sporenloses
Stabchenbakterium, das sich bei Temperaturen zwischen 0°C und 45 °C vermehren
kann. Die optimale Wachstumstemperatur liegt jedoch zwischen 25 — 28 °C [66]. Im
Gegensatz zu Yersinia pestis ist Ye bei unter 30 °C mono- bis peritrich begeif3elt und
damit beweglich [61,67]. Ye wird aufgrund von biochemischen und serologischen
Merkmalen in 6 Biotypen (1A, 1B, 2, 3, 4, 5) und in 60 Serotypen unterschieden
[61,68]. Der Biotyp 1A gilt als apathogen, da diesem das Virulenzplasmid fehlt [69]. In
Amerika tritt vorwiegend der Serotyp O:8 (Biotyp 1B) auf, wahrend in Europa v.a. die
Serotypen 0O:9 (Biotyp 2) und Serotyp 0O:3 (Biotyp 3) beobachtet werden.
Ausschlaggebend fur die Pathogenitat der Biotypen 1B und 2-5 ist das 70 kb grol3e
Virulenzplasmids pYV, auf dem ein Typ-llI-Sekretionssystem und die Effektorproteine

(Yersinia outer proteins) kodiert sind [70,71].
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1.2.3 Vorkommen und Verbreitung

Yersinia enterocolitica kommt weltweit vor. Die Infektion erfolgt durch Aufnahme von
kontaminiertem Fleisch, Michprodukten und fakal verunreinigtem Trinkwasser [72,
73]. Eine weitere Ubertragungsmaéglichkeit ist die Schmierinfektion, die jedoch eher
die Minderheit ausmacht [74]. Neben Nagern gehoren auch Schweine, Ziegen,
Schafe, Rinder und Vogel zu den naturlichen Wirten von Ye [75,76].

1.2.4 Klinische Bild der Yersinien-Infektion

Nach einer Infektion mit Ye tritt die Yersinose nach etwa 8-10 Tagen Inkubationszeit
auf [76,77]. Die Auspragung und die Kklinischen Symptome zeigen ein breites
Spektrum und sind abhangig von verschiedenen Faktoren wie z.B. Alter und
Immunstatus des Betroffenen [76]. In den meisten Fallen jedoch verlauft die
Yersiniose selbstlimitierend und heilt ohne medikamentdse Behandlung durch
Antibiotikagabe aus. Die Yersiniose auldert sich als akute Enteritis mit abdominalen
Schmerzen, Fieber, Erbrechen und Diarrhde, Enterokolitis oder Pseudoappendizitis.
Septische Verlaufe sind eher selten, treten dann vor allem bei immunsupprimierten
Patienten mit schweren Primarerkrankungen wie z.B. Leberzirrhose, chronischer
Hepatitis oder Diabetes mellitus auf [78]. Desweiteren koénnen postinfektidse
Folgeerkrankungen z.B. reaktive Arthritis, Uveitis und Erythema nodosum nach einer
Yersinien-Infektion entstehen [74,79].

Zur Diagnostik der Yersiniose sind verschiedene Moglichkeiten vorhanden
[66,79,80]:

e Erregernachweis aus dem Stuhl bzw. bei einer systemischen Infektion im Blut
e aus Dunndarmbiopsien oder mesenterialen Lymphknoten
e serologisch durch den Nachweis von Antikorpern gegen O-H-Antigene

e mittels Immunoblots durch spezifische Antikdrper gegen Yersinia outer

proteins
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Bei einer akuten Yersiniose, die sich bei immunsupprimierten Patienten zu einer
Sepsis entwickeln kann, werden Antibiotika (Cephalosporine der Ill.Generation,

Tetrazykline, Chinolone) verabreicht.

1.2.6 Pathogenese der Infektion

Nach der oralen Aufnahme von Ye gelangen diese zunachst in den Magen, um von
dort aus die Besiedelung des Darms durch Kolonisation des Intestinaltraktes
einzuleiten. Nach der Passage der Magenbarriere gelangen die Erreger in das
terminale lleum. Dort wandern sie durch die M-Zellen der intestinalen Mukosa und
besiedeln in Folge das darmassoziierte lymphatische Gewebe der Peyer’schen
Plaques. M(microfild)-Zellen sind Epithelzellen, die auf die Aufnahme und den
Transport von Antigenen aus dem Darmlumen in das lymphatische Gewebe
spezialisiert sind (siehe Abb. 5). Dadurch soll bei einer Infektion durch die

Peyer’schen Plaques eine Immunantwort ausgeldst werden.

Blutgefalie
Danndarm Darmlumen
- == Bakterien

- MrZeIIen /
/ .n"!:ln. I / /,
R Afferente
Lymphgefaiie

‘&
\

Darmnzotten

S

Darmgewebe

Lymphgefalie

Abb. 5: Eintritt und Ausbreitung von Ye im menschlichen Wirt
Peyersche Plaques (PP), mesenterische Lymphknoten (mLN), [Nach Goverde, 81]

Bei einer Yersinien-Infektion kann es auf diesem Weg auch zu einer systemischen
Infektion kommen. Unterstutzt wird dies von verschiedenen Pathogenitatsfaktoren
[82,81,83]. Das plasmidkodierte YadA-Protein sowie die chromosomalen
Oberflachenproteine (Invasin und Ail) vermitteln die bakterielle Adhasion und

Invasion in die Wirtszelle durch Bindung an 31-Integrinrezeptoren von benachbarten
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Epithelzellen [83-88]. Daraufhin kdnnen 24 Stunden spater Mikroabszesse in den
Peyer’schen Plaques beobachten werden. Nach der Vermehrung in den PP erfolgt
die Dissemination der Yersinien Uber lymphatische Bahnen und Uber das
Blutgefallsystem in die mesenterialen Lymphknoten, Milz, Leber und Lunge. [78,89].
Nach der Zelladharenz werden Yersinia outer Proteins (Yops) Uber das Typ Il

Sekretionssystem (Ysc) in die Zelle injiziert.

1.2.5 Virulenzfaktoren

Fur die Pathogenitat von Ye ist das Virulenzplasmid pYV verantwortlich, welches
das Typ Il Sekretionssystem und eine Reihe von Virulenzfaktoren (siehe Tabelle 3)
kodiert. Das Typ Il Sekretionssystem ist ein an eine Nadel erinnernder
Injektionsapparat (Ysc-Injektisom), der die Yop Effektorproteine in die Wirtszelle
injiziert [70,90,91] (Abb. 6). Ye codiert verschiedene Effektorproteine: die
Translokatoren YopB, YopD und LcrV, die eine Pore bilden, damit die
Effektorproteine YopH, YopE, YopO, YopM, YopE und YopP in die Wirtzelle
transloziert werden kdnnen [70,91,92]. Diese Effektorproteine dienen dem Bakterium,
das angeborene Immunsystem zu umgehen, um Uberleben und Vermehrung
sicherzustellen. Sie verhindern die Phagozytose, Ausschittung von Zytokinen und
den ,oxidative burst® durch Neutrophile und Makrophagen, die Lyse durch das
Komplementsystem, zerstéren das Aktinzytoskelett, induzieren Apoptose und
modulieren verschiedene Signalwege [93,94]. YopH ist eine Tyrosinphosphatase, die
durch Dephosporylierung der Wirtszellproteine z.B. Proteine des fokalen
Adhasionskomplexes die Aktinstrukturen zerstort [95]. Dies hat zur Folge, dass die
Phagozytose inhibiert wird [67]. Neben der Hemmung der Aktivierung von T- und B-
Zellen, induziert YopH Apoptose in T-Zellen [94,96]. Nach der Deletion von YopH ist
die Virulenz von Ye bei Mausen deutlich vermindert [97]. YopE (GTPase
aktivierendes = GAP) hemmt die GTPasen RhoA, Rac1 und Cdc42, die in der
Regulation des Aktinzytoskeletts beteiligt sind. Durch die Auflosung des
Aktinmikrofilaments wird die antiphagozytare Funktion von Ye geférdert [67]. YopT
(Cystein-Protease) spaltet die Rho-GTPasen RhoA, Rac1 und Cdc42. Die dadurch
verursachte Destabilisierung des Zytoskeletts fuhrt zur Hemmung der Phagozytose
[98,99]. YopM besitzt Leuzin-reiche-Wiederholungsmotive (LRR = leucin rich

repeats) und eine Sequenz fur den Transport in den Zellkern. Nach der Injektion ins
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Zytoplasma erfolgt der Transport in den Zellkern mittels Vesikel [100]. Zusatzlich
interagiert YopM mit den Kinasen PRK2 und RSK1 im Zytoplasma, die beteiligt an
der Regulation der Transkriptionsfaktoren und des Zellzykluses sind. Desweiteren
hemmt YopM die Aggregation von Thrombozyten [101]. Bisher wurde noch keine
antiphagozytare Funktion, wie bei den anderen Yops, gefunden. Infektionsversuche
mit YopM-defizienten Yersinien in vivo zeigten, dass die Virulenz in Mausen deutlich
abnimmt [102]. YopO ist eine Serin / Threonin-Protein-Kinase mit 4 Domanen, die
unterschiedliche Aufgaben besitzen. Der N-terminus von YopO vermittelt die
Sekretion aus den Bakterien, die Translokation in die Zielzelle und die Lokalisation
an der Zellmembran der Zielzelle. YopO bindet ebenfalls an RhoA und Raci1,
phosphoriliert Aktin und hemmt den Signaltransduktionsweg fur die Phagozytose
[Barz 2000]. Die Virulenz war bei Maus-Infektionsstudien mit YopO-defizienten Ye
nicht vermindert [97]. Wie die Interaktion oder Injektion von Ye oder der Yops in vivo
vor allem mit DCs genau verlauft, ist bislang noch nicht genau geklart. Mittels eines
Reportersystems, das aus einem R-Laktamase sensitiven Farbstoff (CCF2-AM bzw.
CCF4-AM) und Yop-R-Laktamase Fusionsprotein besteht, konnte die Injektion von
Yops in vivo im Ye-Mausmodell nachgewiesen werden. Koberle et al. zeigten, dass
nach einer Infektion vor allem Granulozyten, B-Zellen, Makrophagen und DCs das
Hauptziel der Yops sind [103]. Autenrieth et al. untersuchte die Infektionsrate der DC-
Subpopulationen in der Milz mittels des Reportersystems von Koberle et al.. Sie
konnten zeigen, dass ca. 15 % der einzelnen DC-Subpopulationen einen Tag nach
Infektion in vivo infiziert sind [104]. Ahnlichen Ergebnisse konnte Marketon et al. mit
Infektionsversuchen mit Yersinia pestis zeigen. Zwei Tage nach Infektion wurden in
ca. 15 % aller DCs in der Milz Yops gefunden [105].
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Abb. 6: Sekretion der Yersinia outer Proteins (Yops) durch das Ysc-Injektisoms

und die Translokation durch die Zellmembran des Wirtes. Bei einer Infektion mit Ye exprimieren diese
die Ysc-Injektisome und die Yops. Ein Verbindung von Ye und der Zielzelle wird Uber Adhasine (Inv,
YadA) und Integrine gebildet. Sind die Yersinien an die Zelloberflache gebunden, wird das Ysc-
Injektisome gedffnet, die Translokatoren YopB, YopD und LcrV  bilden die Poren, damit die
Translokator-Yops in die Zelle transloziert werden kénnen (nach Cornelis, 2002 [91]).

Dem adaptiven Immunsystem kommt eine wichtige Rolle bei der Elimination der
Bakterien zu. T-Zellen sind fur den Organismus essentiell, um die Infektion zu
kontrollieren. In Versuchen mit T-Zell-defizienten Mausen wurde beobachtet, dass es
ihnen unmoglich war, die Infektion zu kontrollieren und die Infektion zu klaren
[106,107]. Der adoptive Transfer von CD4" und CD8" T-Zellen in diese T-Zell-
defizienten Mausen ergab, dass Yersinien-Infektion bekadmpft wurde. Die T-Zell-
Aktivierung erfolgt Uber Dendritische Zellen [108]. Vor allem IFN-y, TNF, IL-12 und
IL-18 sind wichtige Zytokine flr die Klarung der Infektion. Es wird vermutet, dass T-
Zellen durch INF- y Produktion Makrophagen aktivieren, die letztendlich die Erreger
eliminieren [109,110].



Tab. 3: Chromosomal- und Plasmid-codierte Virulenzfaktoren von Ye
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Chromosomal -codiert

Funktion

Ail

attachment invasion locus
vermittelt Adhasion und Invasion in M-Zellen
Serumresistenz [88,111,112]

Inv

Invasin (Adhasin)

bindet an 31-Integrine und ermdglicht die Tranzytose durch M-
Zellen in die PP

Internalisierung in Epithelzellen [82,113-115]

Myf

mucoid yersinia factor (Fimbrienprotein)
Kolonisierungsfaktor;
fihrt zusammen mit Yst zu Diarrhoe [116]

Yst

Hitzestabiles Enterotoxin
Stimuliert die Guanylat-Zyklase intestinaler Epithelzellen
fuhrt zusammen mit Myf zu Diarrhée [117]

HPI

high pathogenicity island

kodiert das Sideropor Yersiniabactin und assoziierte Gene
Vermittelt die Eisenaufnahme

Hemmung von Makrophagen,

Neutrophilen, T- und B-Zellen [118,119]

Plasmid-codiert

Funktion

YopE

Zytotoxin

zerstort Aktin-Filamente

GTPase-aktivierendes Protein;interagiert mit Rho, Rac, CDC42
und blockiert so die Phagozytose [120-122]

YopB

Transmembranprotein, Translokationfunktion [92]

YopD

Transmembranprotein, Translokationfunktion [92]

LerV

V-antigen
Translokationsfunktion [123,124]

YopT

Cystein-Protease
Zerstorung der Aktin- Filamente,
Veranderung des Zytoskeletts [99]

YopH

Protein- Tyrosin Phosphatase

Hemmung der Phagozytose durch Auflésung der fokalen
Adhasions-Komplexe

Hemmung der T-und B-Zell-Aktivierung [94,95]

YopM

Thrombinbindung, Thrombozytenaggregationshemmer
Transport in den Nukleus [125, 100]

YopO

Serin/Threonin-Protein-Kinase
Zerstort Aktin-Zytoskelett u. hemmt Phagozytose [102,126]

YopP

Cystein-Protease

Inhibition der MAP Kinase &NF-kB-Signaltransduktionswege
Induktion von Zelltod

Hemmt Freisetzung proinflammatorischer Zytokine  [127-132]

YadA

Vermittelt Phagozytoseresistenz
Verantwortlich fir die Adharenz an Epithelzellen
Schutzt gegen Lyse des Komplementsystems  [127,133,134]
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1.2.6 Yersinia outer protein P

YopP ist eine Cystein-Protease, die die Aktivierung von einigen wichtigen
Signaltransduktionswegen des angeborenen Immunsystems beeintrachtigt [92,135].
Es inhibiert den NF-kB und MAP-Kinase Signaltransduktionsweg. Dies hat zur Folge,
dass die Freisetzung von Zytokinen (IL-8, TNF-a, IL-12) durch verschiedene
Immunzellen gehemmt und Apoptose in Makrophagen und DCs induziert wird
[94,128,129,131,136,137]. Die Beeintrachtigung des angeborenen Immunsystems
ermdglicht den Bakterien, sich erfolgreich im Wirt zu vermehren und auszubreiten
[97,130]. Die molekularen Mechanismen, durch die YopP seine Wirkungen auf die
Wirtszelle entfaltet, sind noch nicht vollstandig aufgeklart. Es wurde gezeigt, dass
YopP an Moleklle der MAPK-Familie und an der NF-kB aktivierenden IkB Kinase 3
bindet und diese blockiert [138]. Die Blockierung der NF-kB- Aktivierung erfolgt
indirekt Uber Deubiquitinylierung der Proteine TRAF2 und TRAF6 [139]. Zusatzlich
hemmt YopP die Degradation des direkten Inhibitors von NF-kB (Inhibitor kappa B a
= IkBa) durch das Proteasom. Aus diesem Grund wird NF-kB nicht aus dem Zytosol
in den Nukleus transloziert [131]. Zusatzlich zur verringerten NF-kB Aktivierung
kommt es zur Spaltung von Caspasen, die zur Apoptose von DCs und Makrophagen
fuhren [136,140]. In Experimenten mit der YopJ (YopP bei Ye) Mutante und dem
Wildtyp-Stamm von Y. pseudotuberculosis mit der gleichen bakteriellen Belastung in
den lymphatischen Geweben wurde beobachtet, dass die YopJ Mutante schneller
aus den infizierten Organen eliminiert wurde als der Wildtypstamm [130]. Die Y.
enterocolitica pYV'AYopP  Mutante war &hnlich attenuiert in  Maus-

Infektionsexperimenten [97,132].
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1.3 Fragestellung und Zielsetzung

Zur Auslosung einer spezifischen Immunantwort gegen Bakterien sind DCs als
Vermittler zwischen angeborener und erworbener Immunitat von wesentlicher
Bedeutung. Die Interaktion der DCs mit den Pathogenen ist fur den weiteren Verlauf
einer Infektion ausschlaggebend. Die unterschiedlichen DC-Populationen besitzen
die Fahigkeit, zwischen verschiedenen Mikroorganismen zu differenzieren und eine
individuelle antimikrobielle Immunantwort einzuleiten. Durch die Schlusselrolle der
DCs ist es nicht Uberraschend, dass pathogene Bakterien verschiedene Strategien
entwickelt haben, um dieser Erkennung zu entgehen und damit ihre Elimination zu
verhindern. In vivo Untersuchungen nach Infektionen mit E.coli zeigten, dass es zur
Maturation und Apoptose von Milz-DCs kommt. Die Maturation wird Uber TLR2,
TLR4 und TRIF vermittelt, hingegen die Apoptose der DCs durch das LPS von E.coli
Uber TLR4 [141]. Daten mit Salmonella enterica serovar typhimurium (S.
typhimurium) deuten daraufhin, dass DCs eine entscheidende Rolle im Transport der
Bakterien durch die intestinale Barriere zuteil kommt [142]. Daruber hinaus konnte
gezeigt werden, dass die Anzahl, Lokalisation und die Zytokinproduktion der DC
Subpopulationen sich wahrend der Infektion verandert [143-145].

Um die DCs fur neue immuntherapeutische Ansatze zu verwenden, muss erst
verstanden werden, welche exakte Rolle die DC Subtypen in der Immunantwort bei
Infektionsprozessen spielen. Yersinia enterocolitica dient als Modellorganismus zur
Aufklarung von bakteriellen Interaktionen mit Dendritischen Zellen. Ye hemmt das
angeborene Immunsystem, indem es die Phagozytose von Neutrophilen und die
Lyse des Komplementsystems hemmen (Abb. 7). Dadurch ist das adaptive
Immunsystem essentiell, vor allem die T-Zellen, die durch IFN-y Produktion
Makrophagen aktivieren, die letztendlich die Ye eliminieren. Untersuchungen in vitro
haben gezeigt, dass DCs nach Infektion mit Ye nicht mehr in der Lage sind, CD4"T-
Zellen zu aktivieren. Desweiteren konnte Erfurth et al. nachweisen, dass die
immunologische Funktionen der DCs, wie die Zytokinproduktion, Maturation,
Antigenaufnahme und Antigenprozessierung durch die Infektion mit Ye in vitro
gehemmt werden [136]. Daher sollte in dieser Arbeit anhand des Yersinia-Maus-
Infektionsmodell untersucht werden, ob bzw. wie die immunologische Funktionen der
DC-Subpopulationen in der Milz durch Ye in vivo beeintrachtigt werden.

Zunachst sollte nach intravendsen Yersinien-Infektionen von Mausen die

immunologischen Funktionen wie Antigenaufnahme, Antigenprozessierung und T-
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Zell-Aktivierung der DC-Subpopulationen aus der Milz analysiert werden. Weiterhin
sollte untersucht werden, ob Ye den Turnover der DC-Subpopulationen, die
Entwicklung und Rekrutierung neuer DC-Subpopulationen aus dem Knochenmark

beeintrachtigen kénnen (Projekt 1).

Angeborenes Immunsystem Adaptives Immunsystem

DC

Komplementsystem —F
=
o o mO/(O
° 0o 0 =
Yersinia \
l Elimination

Abb. 7 Immunbiologie von Y. enterocolitica

Yersinien konnen durch verschiedene Mechanismen wie Hemmung der Phagozytose durch
Neutrophile (PMN) oder die Lyse des Komplementsystems das angeborene Immunsystem umgehen.
Daher sind die T-Zellen des adaptiven Immunsystems essentiell, um die Bakterien zu eliminieren. DCs
kénnten eine wesentliche Rolle bei der Abwehr der Ye spielen, die in dieser Arbeit analysiert werden
sollte.

Das Ziel des 2. Projektes war die Charakterisierung der Effekte von YopP auf DCs in
vivo. Bisher wurde gezeigt, dass Yersinia enterocolitica in der Lage ist, in
Makrophagen Phagozytose zu inhibieren und Apoptose in Knochenmark-DCs zu
induzieren. Diese Fahigkeiten werden hauptsachlich durch das Effektorprotein YopP
ausgelost. YopP Dblockt hierbei die Signaltransduktionswege (MAPK, NF-kB) und

interagiert mit GTPasen. Desweiteren inhibiert die Infektion der DCs mit Yersinien
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YopP abhangig die Maturation und die Produktion von TNF-a und IL-12 [136]. Trotz
der umfangreichen Studien von YopP Effekten in vitro gibt es kaum Anhaltspunkte flr
die Funktion der YopP auf die DCs in vivo. Aus diesem Grunde sollte der Einfluss
des Pathogenitatsfaktor YopP nach intravendsen Yersinien-Infektionen von Mausen
auf die Antigenaufnahme, die Antigenprozessierung, die Maturation, die
Zytokinproduktion, das Apoptoseverhalten und die T-Zell-Aktivierung der DC-
Subpopulationen aus der Milz analysiert werden (Projekt 2).
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2 Material

2.1 Versuchstiere

Fir die Experimente wurden weibliche Mause der folgenden Stamme bzw.

Zuchtlinien verwendet:
C57BL/6JolaHsd (Harlan Winkelmann GmbH, Borchen)

TLR2”4” doppelt-defiziente Mause (C57BL/6-Hintergrund) tragen sowohl im TLR2
als auch im TLR4 eine Mutation [146]. Dieser Mauslinie ist nicht in der Lage, Uber
TLR2 und TLR4 Signale weiterzugeben.

Die TRIF” defizienten Mause (C57BL/6-Hintergrund) wurden in den Laboratorien von
Bruce Beutler (La Jolla, San Diego, USA) generiert [146]. Die Mause sind nicht in der
Lage, Uber den TRIF-Weg Signale weiterzugeben.

MyD88” defiziente Mause (C57BL/6-Hintergrund) weisen kein intrazelluldres
Adaptermolekul MyD88 mehr auf. Diesen Mausen ist es nicht moglich, MyD88-

Signale weiterzuleiten [36].

Die transgene Mauslinie OT-// (C57BL/6-Hintergrund) besitzt einen T-Zell-Rezeptor
(TCR), der das Peptid OVAsz3.330 Uiber MHC-Klasse Il I-A? erkennt [147]. Der TCR
kann spezifisch mit dem mAb anti-Maus Va2 nachgewiesen werden.

CD11cDOG, dieser trangene Mausstamm (C57BL/6-Hintergrund) wurde vom DKFZ
AG G. Hammerling generiert [114]. Der Diphterie Toxin (DT) Rezeptor wird durch den
CD11c Promotor kontrolliert, d.h. durch Injektionen von DT kann erreicht werden,

dass die DCs depletiert werden.

Die C57BL/6 wurden vom Zuchter gekauft und hatten 5 bis 7 Tage nach Anlieferung
Zeit, sich an die neuen Haltungsbedingungen zu gewohnen, bevor mit den
Experimenten begonnen wurde. Alle anderen Mause wurden von der Arbeitsgruppe

gezlchtet.

Zum Zeitpunkt der Untersuchung waren die Tiere durchschnittlich 6-12 Wochen alt.
Die verwendeten Mausstamme wurden unter spezifisch-pathogenfreien (SPF)
Bedingungen, Wasser und Futter ad libitum, bis zu funf Tiere in einem Ka&fig,

kunstlicher Tag-Nacht-Zyklus, in den Tierstallen des Universitatsklinikums Tubingen
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gehalten. Die Durchfihrung der in dieser Arbeit vorgestellten Tierversuche wurde
unter der Tierversuchsnummer IM5/08 und der Anzeige 09.10.2007 durch das
Regierungsprasidium Tubingen genehmigt.

2.2 Bakterienstamme

Wildtypstamm: Yersinia enterocolitica pYV* Serotyp 0:8, WA-314; Klinisch isoliert;
enthalt das Virulenzplasmid pYV und ist resistent gegenuber Nalidixinsaure
[148,149].

YopP-defiziente Mutante: pYV*AyopP; abgeleitet von Yersinia enterocolitica WA-314,
Insertionsinaktivierung von yopP; tragt Nalidixinsdure und Chloramphenicol -

Resistenzkassette [131].

2.3 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie/Reagenz Hersteller

Bovines Serumalbumin FraktionV (BSA) Sigma Aldrich,Taufkirchen,Deutschland
7-Aminoactinomycin D (7-AAD) Applichem, Darmstadt, Deutschland
Actinomycin D (AD) Applichem, Darmstadt, Deutschland
Antibiotika Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Brefeldin A (BFA) BioLegend, San Diego, CA, USA
Carboxyfluorescein Diacetat Succimidyl Ester Invitrogen, Carlsbad, USA

Dulbecco’s Modiefied Eagle Medium (D-MEM) Biochrom AG, Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Diphtheria toxin Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
DNAse | Roche, Deutschland

DQ ovalbumin Invitrogen, Carlsbad, USA
Ethylen-Diamin-Tetraessigsaure (EDTA) Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Fotales Kalberserum, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

hitzeinaktiviert flr 30 min bei 56°C



Glycerin

GM-CSF

Heparin-Natrium 10000 I.E/ml
HEPES

Hldhnereiweilalbumin (OVA) V
Kollagenase TyplV

L-Glutamin

Natriumpyruvat

Natriumazid (NaN;)
Nicht-essentielle Aminosaure (NEAA)
Ovalbumin, Alexa Fluor647 conjugate
Paraformaldehyd

PBS Dulbecco w/o Ca2* Mg2*
Penicillin/Streptomycin (100ug/ml)
RPMI 1640

Saponin

Trypanblau-Ldsung
B-Mercaptoethanol

DMSO

Bacto-Agar

FACS-Flow,-Rinse, -Clean

Hefeextrakt
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MerckKGaA, Darmstadt, Deutschland
Invivogen, San Diego, USA

Braun, Melsungen, Deutschland

PAA Laboratories, Deutschland

Sigma Aldrich,Taufkirchen,Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Invitrogen, Carlsbad, USA

Biochrom AG, Deutschland

MerckKGaA, Darmstadt Deutschland
Biochrom AG, Deutschland

Invitrogen, Carlsbad, USA

MerckKGaA, Darmstadt, Deutschland
PAA Laboratories, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
MerckKGaA, Darmstadt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Difco, Detroit, MI, USA.

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Difco, Detroit, MI, USA.



2.4 Medien und Puffer

Alle Medien und Puffer wurden steril hergestellt und verwendet.

Verdaumedium RPMI 1640
2 % FCS (v/v)
Kollagenase Typ IV 1 mg/ml
DNAse | 100 pg/mi

Erythrozyten-Lyse-Puffer NH,CI (4,149)
KHCO; (0,59)
Na,EDTA (1,85 g)

ad 500 ml a. dest. steril filtrieren

FACS-Puffer PBS w/o Mg* und Ca**
1% FCS (v/v)
0,09 % Natriumazid

MACS Puffer PBS w/o Mg* und Ca**
EDTA 2 mM
0,5 % BSA (w/v)

PERM -Puffer PBS w/o Mg?* und Ca**
0,5% BSA (W/v)
0,1 % Saponin (w/v)

Einfriermedium Bakterien LB-Medium
20 % Glycerin

Fixierungslésung PBS w/o Mg* und Ca**
1 % PFA (w/v)
AD (2 pl/ml)



DC Medium

T-Zell-Medium

Medium fiir Bakterienkultur

LB Medium

MH-Platten
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RPMI 1640

Glutamin (2 mM)
Pen/Strep (100 U/ml)
3-Mercaptoethanol (50 pg)
NEAA (1 %)
Natriumpyruvat (1mM)
GM-CSF (200 U/ml)

RPMI 1640

Glutamin (2 mM)
Pen/Strep (100 U/ml)
3-Mercaptoethanol (50 ug)
NEAA (1 %)
Natriumpyruvat (1mM)
5% FCS

HEPES (10 mM)

LB-Medium

entsprechende Antibiotika (1:1000 aus
Stammldsung)
Chloramphenicol-Stammlésung 50 mg/ml

Nalidixinsaure-Stammlésung 10 mg/ml

Hefeextrakt (5 g/l)

Trypton (10 g/l)
Natriumchlorid (0,5 g/l)

ad 11 a. dest. pH-Wert 7,5

Hefeextrakt (5 g/l)

Trypton (10 g/l)
Natriumchlorid (0,5 g/l)
Bacto Agar (15 g/l)

ad 11 a. dest. pH-Wert 7,5



2.5 Antikorper

Tab. 4: Ubersicht der verwendeten Antikérper
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Anliil? :ﬁ:us) Konjugat Klon Isotyp Hersteller
CD3e FITC 145-2C11 Hamster IgG1 | eBioscience, San Diego, USA
Purified KT3 Ratte 1IgG2a Dako Denmark A/S
CD4 PE RM4-5 Ratte IgG2a eBioscience, San Diego, USA
FITC BD Pharmingen™
PacificBlue BD Pharmingen™
eFluor450 eBioscience, San Diego, USA
APC-Alexa750 eBioscience, San Diego, USA
CD8a vioblue 53-6.7 Ratte IgG2a Miltenyi Biotech, Deutschland
FITC eBioscience, San Diego, USA
FITC BD Pharmingen™
PE-Cy7 eBioscience, San Diego, USA
Biotin eBioscience, San Diego, USA
CD11b PE M1/70 Ratte IgG2b | BD Pharmingen™
FITC Miltenyi Biotech, Deutschland
APC-Alexa750 eBioscience, San Diego, USA
CD11c FITC N418 Hamster IgG1 | eBioscience, San Diego, USA
PE eBioscience, San Diego, USA
Biotin BD Pharmingen™
APC Miltenyi Biotech, Deutschland
CD16/CD32
FCII/M Purified 2.4G2 Ratte 1gG eBioscience, San Diego, USA
Rezeptor
CD19 FITC 6D5 Ratte 1IgG2a Miltenyi Biotech, Deutschland
CD24 PacificBlue M1/69 Ratte IgG2b,k |eBioscience, San Diego, USA
CD40 FITC HM40-3 Hamster IgM,k | eBioscience, San Diego, USA
PE 3/23 Ratte IgG,,,k | BD Pharmingen™
CD43 Biotin S7 Ratte IgG,,,k | BD Pharmingen™
FITC RA3-6B2 Ratte 19G,.,k | eBioscience, San Diego, USA
83'32;%? PE Miltenyi Biotech, Deutschland
Biotin eBioscience, San Diego, USA
CD45RA Biotin 14,8 Ratte IgGa,k | BD Pharmingen™
CD49b (DX-5) | PE DX-5 Ratte IgM Miltenyi Biotech, Deutschland
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CD80 (B7-1) |PE 16-10A1 Ratte IgGa,k | BD Pharmingen™
FITC BD Pharmingen™
CD86 (B7-2) |PE GL-1 Ratte IgG,,,k | BD Pharmingen™
FITC eBioscience, San Diego, USA
Biotin BD Pharmingen™
CD115 Biotin AFS98 Ratte IgG2a,k | eBioscience, San Diego, USA
CD135 (FIt-3) |PE A2F10 Ratte IgG2a,k | eBioscience, San Diego, USA
%I’;E:) APC P84 Ratte IgG1,k  |BD Pharmingen™
PE BD Pharmingen™
?DDeig?)S) PE NLDC145  |Ratte IgG2a | Miltenyi Biotech, Deutschland
CD206 Biotin MR5D3 Ratte 1IgG2a AbD Serotec,Oxford, UK
FITC AbD Serotec,0Oxford, UK
F4/80 PE BM8 Ratte IgG2a,k | eBioscience, San Diego, USA
Biotin eBioscience, San Diego, USA
IL-6 PE MP5-20F3 Ratte IgG1,k | eBioscience, San Diego, USA
IL-12p40/70 | PE C15.6 Ratte 1gG1 BD Pharmingen™
(Lé'F?%LV'GC FITC RB6-8C5  |Ratte IgG2b  |BD Pharmingen™
FITC Miltenyi Biotech, Deutschland
Biotin eBioscience, San Diego, USA
MHCII PerCP M5/114.15.2 | Ratte IgG2b eBioscience, San Diego, USA
PE eBioscience, San Diego, USA
FITC BD Pharmingen™
Biotin BD Pharmingen™
eFluord50 eBioscience, San Diego, USA
&DK1161;: FITC PK136 Maus IgG2a,k |eBioscience, San Diego, USA
PDCA-1 Biotin JF05-1C2.4.1 | Ratte 1I9G2b Miltenyi Biotech, Deutschland
TER-119 FITC Ter-119 Ratte IgG2b,k | Miltenyi Biotech, Deutschland
TNF PE MP6-XT22 |Ratte IgG1 BD Pharmingen™
Va2 TCR APC B20.1 Ratte 1IgG2a eBioscience, San Diego, USA
VB5.1-TCR  |FITC MR9-4 Maus IgG1 BD Pharmingen™
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Biotin-markierte Antikdrper wurden zur Detektion mittels Durchflusszytometrie

zusatzlich mit  Streptavidin-PE,

Streptavidin-PerCP, Streptavidin-PE-Cy7,

Streptavidin-PacificOrange, Streptavidin-eFluor450 oder Streptavidin-APC-Cy7 (BD

Pharmingen™) gekoppelt.

Sekundarantikorper

Streptavidin-PacificOrange
Streptavidin-PE-Cy7
Streptavidin-APC-eFluor780
Streptavidin-eFluor450
Streptavidin-PE

Streptavidin-PerCP

2.6 Kitsysteme

Kitsysteme

FAM FLICA™ CASPASE-3 & 7 KIT
BrdU Flow Kit (FITC)

BrdU Flow Kit (APC)

Mouse FIt-3 Ligand Quantikine ELISA Kit
CD4" T Cell Isolation Kit

CD11c MicroBeads, mouse

Hersteller

Invitrogen, Carlsbad, USA

BD Pharmingen™, Deutschland
eBioscience, San Diego, CA, USA
eBioscience, San Diego, CA, USA
BD Pharmingen™, Deutschland

BD Pharmingen™, Deutschland

Hersteller

AbDSerotec, USA

BD Biosciences Pharmingen™

BD Biosciences Pharmingen™
R&D Systems, USA
Miltenyi Biotech, Deutschland

Miltenyi Biotech, Deutschland



2.7 Gerate

Gerat

Autoklav
Analysenwaagen

Brutschranke

Durchflusszytometer

ELISA Reader

Mausinjektionskammer

MACS-Stander, -Magnet

Handdispenser
Mikroskop
Multistepper
Photometer
Pipetten
Pipettierhilfe
Scantainer
Schittelinkubator
Sterilisator
Zellsorter
Sterilwerkbank
Vortexer
Wasserbad
Zahlkammer

Zentrifugen

Mauskéafig (IVC)

Modell

5075 ELV
AC211S

Hera cell

BD FACS Calibur
BD FACS Canto Il

SpectraMAX 340

Multipette plus

Axiovert 25

Bio Photometer

Heraus 6120

BD FACSAria
Tecnoflow integra
VortexGenie2
1083

Neubauer
Biofuge fresco
Heraus Multifuge3
Sealsafe 1284
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Hersteller

Tuttnauer Systec, Deutschland
Sartorius, Goéttingen, Deutschland
Thermo Fisher Scientific Inc., USA

BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
Molecular Devices, USA

Vetter, Tubingen,Deutschland

Miltenyi Biotech GmbH, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Carl Zeiss, Jena, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Hirschmann, Eberstadt, Deutschland
Scanbur LTD Denmark

InforsAG HT, Schweiz

Thermo Fisher Scientific Inc., USA

BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
INTEGRA Biosciences GmbH, Fernwald
Scientific industrie, NY, USA

GFL, Burgwedel, Deutschland

Multimed, Kirchheim/Teck, Deutschland
Thermo Fisher Scientific Inc., USA
Thermo Fisher Scientific Inc., USA

Techniplast, HohenpelRen, Deutschland
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2.8 Plastik- und Verbrauchsmaterialien

Plastik- und Verbrauchsmaterialien wurden von folgenden Firmen bezogen.

Verbrauchsmaterialien

Einmalinjektionskanile
Einwegpipetten

Rundbodenréhrchen 13 mi
Reaktionsgefalte (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)
Reaktionsgefalte (15 ml, 50 ml)
Reaktionsrohrchen (FACS)
Einmalspritzen

Zellkulturplatten (NUNC)

Glasperlen (5 mm)

Nylon-Zellsiebe (40 ym, 70 ym, 100 pm)
MACS Saulen

Einmalkuvetten

Handschuhe (Latex)

Handschuhe (Nitril)

Glaskolben und Flaschen
Mikrotiter-Platten

Pasteurpipetten

Pipettenspitzen

Plastik-Petrischalen

Skalpelle

Combitips

Hersteller

Braun, Melsungen, Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Greiner, Nurtingen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
B.Braun Melsungen AG; BD Pharmingen
Thermo Fisher Scientific Inc., USA
Multimed, Kirchheim / Teck, Deutschland
BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
Miltenyi Biotech GmbH, Deutschland
Sarstedt, Nurnberg, Deutschland

Ansell Healthcare LLC, USA

Kimberly Clark, Roswell, USA

Schott Duran, Mainz, Deutschland
Greiner, Nartingen, Deutschland

WU, Mainz, Deutschland

Sarstedt, NUrnberg, Deutschland

Greiner, Nartingen, Deutschland
Aesculap, Tuttlingen, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland



2.9 Software

Programme

DIVA Software
summit 4.3
Weasel
FlowJo
Prism-4

Canvas9
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Hersteller

BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
DakoCytomation, Hamburg

WEHI Biotechnology Centre, Australien
Tree Star, Inc. Oregon, USA

GraphPad Software, San Diego, CA, USA

ACD Systems International Inc, Kanada
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3 Methoden

3.1 Kultivierung von Bakterien

Vor der Herstellung von Infektionsstocks wurden die Bakterienstamme
,mauspassagiert’, um virulente Yersinien zu selektionieren. Dazu wurden 1x10’
Bakterien intravends in eine C57BL/6 Maus gespritzt. 24 Stunden spater wurde die
Milz entnommen und durch ein Nylon-Sieb in § ml PBS gedruckt. Anschliel3end
wurde die Milzsuspension auf entsprechende Antibiotika MH-Agarplatten (Ye pYV”®
Nal; Ye pYV'yopP™ Nal, Cm) ausgestrichen. Von diesen Kolonien wurden dann
Infektionsstocks hergestellt.

Zur Kultivierung der Bakterien wurde 10 ml LB Medium unter sterilen Bedingungen
mit einer Einzelkolonie beimpft und Uber Nacht im Schuttelinkubator bei 27 °C
inkubiert. Zur Selektion der Stdamme und zur Vermeidung von Kontaminationen
wurden entsprechende Antibiotika zugesetzt (Ye pYV™ Nal; Ye pYV'yopP™ Nal, Cm).
Die uber Nacht angezogenen Bakterienkulturen wurden anschlief3end in 200 ml LB
Medium mit entsprechenden Antibiotika Uberfuhrt und bei 37 °C geschuttelt. Nach 4
Stunden wurden die Bakterienkulturen bei 4000 g fur 10 min abzentrifugiert und das
Pellet in 20 ml Einfriermedium resuspendiert, aliquotiert und bei -80°C eingefroren.
Die Bakterienkonzentration wurde bestimmt, indem mehrere Aliquots aufgetaut und
in  verschiedenen Verdinnungen ausplattiert wurden. Dafur wurde die
Bakteriensuspension zweimal mit PBS gewaschen und bei 5000 g fir 5 min

zentrifugiert und das Pellet in 500 ul sterilem PBS resuspendiert.

3.2 Verdunnungsreihen von Bakteriensuspensionen

Verdunnungsreihen von Bakteriensuspensionen wurden hergestellt, um die
Bakterienmenge in den Aliquots der Gefrierkulturen fur i.v. Infektion zu bestimmen,
die Bakterienmenge in der Infektionssuspension zu Uberprifen oder die
Bakterientiter in Milz, Knochenmark und Blut von infizierten Mausen zu ermitteln. Von
den eingefrorenen Bakterien-Aliquots oder der Einzelzellsuspension der Milz bzw.
des infizierten Knochenmarks oder Blutes von infizierten Mausen wurde eine
Verdunnungsreihe mit 1:10 Schritten hergestellt, indem 100 pl Bakteriensuspension
mit 900 pl sterilem PBS verdunnt wurden. Die Verdinnungen wurden zu je 100 ul auf

LB-Platten ausplattiert. Sollte die Dosis in der zur Infektion verwendeten
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Bakteriensuspension ermittelt werden, wurden aus dieser zunachst 200 ul mit 800 ul
PBS verdunnt, und dann weitere 1:10 Verdunnungen hergestellt und ausplattiert.
Nach eintagiger Inkubation bei 27 °C wurden die Bakterienkolonien auf den Platten
gezahlt und daraus die CFU pro Aliquot, Organ oder Milliliter Infektionssuspension

berechnet.

3.3 Infektion von Mausen

Den Versuchstieren wurden die Bakterien intravends in die Schwanzvene appliziert.
Um diesen Vorgang zu erleichtern, wurden die Tiere ca. 6 Minuten mit einer
Rotlichtlampe bestrahlt, um durch die daraus folgende Kreislaufanregung eine
Vasodilatation der Schwanzvene zu bewirken. AnschlieRend wurden die Tiere in eine
Injektionskammer gesetzt und 200 I der  zuvor angefertigten

Bakterienzellsuspension i.v. injiziert.

3.4 Untersuchung der Milz

Um die MilzgréRe der Mause zu bestimmen, wurden die Mause mittels CO,-Gases
und anschlieRender zervikaler Dislokation gemall den geltenden Tierschutzregeln
getotet. Danach wurde die Milz aseptisch entnommen und das Gewicht mittels

Feinwaage bestimmt.

3.5 Isolierung von Leukozyten aus Milz, Knochenmark und Blut
3.5.1 Isolierung von Splenozyten

Nach Totung der Maus wurde die Milz aseptisch entnommen. AnschlieRend wurde
die Milz mit einer Schere homogenisiert und fir 30 min bei 37 °C in 2 ml
Verdaumedium inkubiert. Abgestoppt wurde die Reaktion mit Zugabe von 100 pl
EDTA-L6sung (100 pM). Die Suspension wurde zur Gewinnung von Einzelzellen
uber ein Zellsieb mit der Porengrof3e von 70 ym gegeben. Die Zellen wurden in 5 ml
PBS aufgenommen und anschliefend bei 400 g, 4 °C und 5 min zentrifugiert.

Um die Erythrozyten zu entfernen, wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet

mit 5 ml Ery-Lyse-Puffer fir 3 min bei Raumtemperatur inkubiert. Abgestoppt wurde
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die Reaktion mit 10 ml PBS + 2 % FCS und anschlielRend zentrifugiert (400 g, 5 min,
4 °C).

3.5.2 Isolierung von Knochenmarkszellen

Nach dem Toten der Mause wurden Femur und Tibia chirurgisch entnommen und bis
zur Weiterverarbeitung in PBS auf Eis gelagert. Anschlielend wurden die Knochen
mit in Desinfektionsmittel getrankten Zellstofftichern von Muskelresten befreit und
durch Abschneiden der Femurenden geoffnet. Der Knochenmarkskanal wurde mit
PBS unter Verwendung einer Injektionskanule durch ein Zellsieb (Porenweite 100
Mm) gespllt, um eine Einzelzellsuspension zu erhalten. Die Zentrifugation erfolgt bei
400 g fur 5 min. Nach dem Abzentrifugieren wurden die Zellen zur Lyse der
Erythrozyten in Ery-Lyse-Puffer 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Abgestoppt
wurde die Reaktion mit PBS + 2 % FCS und anschlieBend bei 400 g flir 5 min

zentrifugiert.

3.5.3 Isolierung von Blutzellen

Direkt nach dem Toten der Mause wurde der Brustkorb gedffnet und das Blut durch
das Einfuhren einer Kanule in das Herz entnommen. Die Gerinnung des Blutes
wurde verhindert, indem dieses in ein Reaktionsgefal® mit 1 ml PBS und 5 pl
Heparin-Natrium (10000 I.E/ml) Gberfihrt wurde. Dann wurde das Blut bei 400 g und
4 °C fur 5 min zentrifugiert. Um die Erythrozyten zu entfernen, wurde der Uberstand
verworfen und das Zellpellet mit 5 ml Ery-Lyse-Puffer fur 15 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Abgestoppt wurde die Reaktion mit 10 ml PBS + 2 % FCS und
anschlielend zentrifugiert (400 g, 5 min, 4°C). Diese Schritte wurden zweimal

wiederholt.

3.5.4 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit dem Trypanblau-Ausschlusstest in der
Neubauer-Zahlkammer. Dazu wurde die Zellsuspension mit der Trypanblau-L6sung

verdinnt und unter dem Mikroskop gezahlt. Trypanblau farbt tote Zellen mit defekter
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Zellmembran an und ermdglicht damit die Unterscheidung von toten und vitalen

Zellen. Die Zellkonzentration wurde folgendermal3en berechnet:

Mittlere Zellzahl (der ausgezahlten Ouadranten) * Verdiinnungsfaktor *10* = Anzahl
der Zellen pro ml

3.6 Durchflusszytometrische Zellanalyse (FACS) und Zellsortierung
(Sort)

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode zur Analyse von Einzelzellen in
Suspension  basierend auf der Grundlage von  Fluoreszenz-  und
Streulichteigenschaften. Im Durchflusszytometer werden die mit Fluoreszenzfarbstoff
gekoppelten-Antikdrper markierten Zellen einzeln in einem FlUssigkeitsstrom an
einem Laserstrahl vorbeigeleitet. Das daraus resultierende Fluoreszenz- und
Streulicht  wird von verschiedenen Photodetektoren aufgefangen. Das
Vorwartsstreulicht (FSC) ist ein Mal} fur die ZellgrolRe, das Seitwartsstreulicht (SSC)
fur die Granularitdt. Die fluoreszierenden Molekile absorbieren Licht in einem
bestimmten Wellenbereich. Dadurch werden die Elektronen des
Fluoreszenzfarbstoffes durch den Laserstrahl auf ein hdheres Energieniveau
gehoben. Nach dem Lichtimpuls fallen die Elektronen wieder auf das urspringliche
Niveau zurick. Unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe haben verschiedene

Absorptions -und Emissionsspektren (Tabelle 5).



Tab. 5: Emissionsmaxima der Fluorochrome
(modifiziert nach BD bioscience [150])

35

Eingesetzte

Excitation Laser

Absorptionsmaximun

Emissionsmaximum

Fluorochrome (nm) (nm) (nm)
FITC, DQ, CFSE 488 494 519
PE 488, 532 496, 564 578
PerCP, 7-AAD 488, 532 482 678
PE-Cy7 488, 532 496, 564 785
APC, Alexa647 633, 633, 635, 647 650 660
APC-Cy7 595, 633, 635, 647 650 785
AmCyan, PaOr 405, 407 457 491
PaBlI 405, 407 401 452

Neben der durchflusszytometrischen Analyse von Zellen ermdglicht der FACSAria

cell sorter (BD bioscience) auch eine Zelltrennung d.h. aus einem Zellgemisch

kdnnen bis zu vier unterschiedliche Zellpopulationen parallel isoliert werden. Das

Prinzip beruht darauf, dass beim Sortieren ein Flussigkeitsstrahl erzeugt wird, der

nach Passieren des Laserstrahls in Einzeltropfen zerfallt, in denen sich die Zellen im

optimalen Fall mit je einer Zelle/Tropfen verteilen. Beim AbreiRen der Tropfen

erhalten diese entsprechend der vorher festgelegten Sortierkriterien verschiedene

Ladungen. AnschlieRend werden sie bei Passieren des elektrischen Feldes eines

Plattenkondensators entsprechend ihrer Ladung unterschiedlich in verschiedene

Richtungen abgelenkt und kdnnen so getrennt gesammelt werden (Abb. 8).
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Abb. 8 Schematischer Aufbau des Durchflusszytometers
(modifiziert nach Dean und Hoffman [151])

3.6.1 Oberflachenfarbung von Zellen

Fur die Oberflachenfarbung wurden jeweils ca. 3 x 10° Zellen in ein FACS-Rdhrchen
Uberfuhrt. Um unspezifische Bindungen zu vermindern wurden die Zellen mit FC-
Block (CD16/32) fir 15 min bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Danach wurden die Zellen
mit vorverdinnten Fluoreszenz-konjugierten Antikorpern 15 min auf Eis inkubiert, mit
FACS-Puffer gewaschen und zentrifugiert (400 g, 5 min, 4 °C). Bei Verwendung
eines Sekundarantikdrpers wurde die Sekundarfarbung nach gleichem Protokoll
durchgefuhrt. Die toten Zellen wurden mit dem Totfarbstoff 7-AAD gefarbt. Dieser
Farbstoff wurde mit den Zellen fur 10 min bei 4 °C und im Dunkeln inkubiert. Falls die
Zellen nach dem Abzentrifugieren (400 g, 5 min, 4 °C) fur die intrazellulare Farbung
fixiert werden sollten, wurden diese mit 1 ml 1%igem PFA und 2 pl AD
(Fixierungslosung) fur 30 min bei 4 °C und im Dunkeln behandelt. Bis zur Messung

wurden die Zellen bei 4 °C im Dunkeln aufbewahrt.

Die ideale Konzentration der Antikorper und Sekundarantikorper wurde vorher durch
Titration ermittelt. Die verwendeten Antikdrper bzw. Fluorochrome sind in Abschnitt

2.5 dargestellt.



37
3.6.2 Intrazellulare Zytokin-Farbung

Um die von der Zelle produzierten Zytokine analysieren zu kdénnen, wurden die
Zellen nach der Erylyse mit Brefeldin A (10 pg/ml) fur 4 h bei 37 °C behandelt.
Brefeldin A blockiert den Proteintransport vom ER zum Golgi-Apparat. Das hat zur
Folge, dass neu synthetisierte Proteine nicht mehr ausgeschieden [152] werden
kénnen und sich in der Zelle anhaufen. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen
gewaschen, zentrifugiert (400 g, 4 °C, 5 min), gefarbt (3.5.5) und in 1 ml
Fixierungslosung fur 30 Minuten fixiert. Nachdem die Zellen einmal in FACS-Puffer
und einmal in Perm-Puffer gewaschen wurden, farbte man diese mit dem
spezifischen Antikorper fir das Zytokin. Nach 15 min Inkubationszeit wurden die
Zellen in Perm-Puffer gewaschen. Wurde ein Sekundarantikérper verwendet, wurde
die Sekundarfarbung nach gleichem Protokoll wie der Primarantikorper durchgefuhrt.
Bis zur Messung wurden die Zellen bei 4 °C im Dunkeln aufbewahrt.

3.6.3 Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung (Sort)

Um die gewunschten Zellpopulationen zu erhalten, wurden die Zellen mit Hilfe des
FACSAria Cell sorter (BD Biosciences) sortiert. Vor dem Sort wurden DCs mit der
MACS Technologie (N418 magnetic beads/Miltenyi) aus gepoolten Milz-
Einzelzellsuspensionen aufgereinigt (Prinzip siehe 3.7). Die Methode wurde nach
Herstellerangaben (Miltenyi) durchgeflhrt.

Nach der magnetischen Aufreinigung wurden die Zellen mit FC-Block (CD16/CD32)
fur 15 min bei 4 °C inkubiert und sedimentiert. Die Zellen wurden mit AntikOrpern
gegen CD11c, CD4 und CD8 in PBS gefarbt und anschliefiend an einem FACSAria

cell sorter getrennt und fur die Kokultur weiterverwendet.

3.7 Analyse der T-Zellproliferation (in vivo und ex vivo)

3.7.1 Negativselektion von T-Zellen aus einer Zellsuspension (MACS)

Das Prinzip des MACS (Magnetic Cell Separation von Miltenyi) ist, Zellsuspensionen
magnetisch zu trennen. Dabei werden die Zellen mit paramagnetischen MicroBeads
inkubiert, die an Antikorper gebunden sind. Diese Antikdrper erkennen spezifische

Zelloberflachenstrukturen und binden an diese. AnschlieRend wird die
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Zellsuspension Uber eine Separierungssaule gegeben, die von einem Magnetfeld
umgeben ist. Bei der hier verwendeten Negativselektion bleiben die Zellen in der
Saule, die mit diesen MicroBeads markiert sind und verworfen werden. Die
unmarkierten Zellen flieRen durch die Saule und werden in einem Reaktionsgefafl

aufgefangen.

In dieser Arbeit wurden naive CD4" T-Zellen aus 5-8 Wochen alten OT-Il Mausen
isoliert. Dazu wurde die Milz enthommen, durch ein Zellsieb (Porenweite 40 pm)
gedruckt, und mit 10 ml PBS gespult wurde. Nach dem Abzentrifugieren wurden die
Zellen zur Lyse der Erythrozyten in Ery-Lyse-Puffer 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Abgestoppt wurde die Reaktion mit PBS + 2 % FCS, die Zellzahl bestimmt
und zentrifugiert (400 g, 5 min, 4 °C). Nach dem Abzentrifugieren wird das Pellet in
40 pl MACS-Puffer und 10 pl des Biotin-Ab-Cocktails pro 10” Zellen resuspendiert.
Nach 10 minatiger Inkubation bei 4°C wurde 30 yl MACS-Puffer und 20 pl Anti-Biotin
Microbeads pro 107 Zellen zugefiigt und nochmals 15 min bei 4 °C inkubiert.
AnschlieBend wird die Zellsuspension mit 10 ml MACS-Puffer gewaschen und
zentrifugiert (300 g, 4 °C, 10 min). Danach wurde das Pellet in MACS-Puffer
resuspendiert (500 pl auf 10® Zellen). AnschlieRend wurden die CD4*T-Zellen mit
Hilfe negativer Selektion (MACS) isoliert. Um die Reinheit der CD4" Aufreinigung zu
Uberpriifen, wurden 2x10° Zellen aus der aufgereinigten Zellsuspension, mit CD4 und

Va2 Ak gefarbt und mittels Durchflusszytometer analysiert.

3.7.2 Markierung von Lymphozyten mit CFSE

CFSE ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der sich an die DNA anlagert. Ein Vorteil dieses
Farbstoff ist, dass er keinen toxischen Effekt auf die Zellen ausubt [153]. Die CFSE-
Farbung ermdglicht die Analyse von proliferierenden Zellen, da die Farbstoffmenge
pro Zellteilung nur zur Halfte an die Tochterzellen weitergegeben wird und im
Durchflusszytometer detektiert werden kann.

Die zuvor aufgereinigten CD4'T-Zellen (bis zu 1 x 10°) wurden in 1 ml PBS
resuspendiert und auf 10 yl CFSE-L6sung (500 uM; in DMSO gel6st) in einem 50 ml
Reaktionsgefal pipettiert und vermischt. Nach 5 min Inkubationszeit bei RT im
Dunkeln wurde die Farbung mit 10 ml FCS abgestoppt und sedimentiert (5 min, 300
g, RT). AnschlieBend mit 20 ml PBS + 5 % FCS gewaschen und nochmals
zentrifugiert.
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3.7.3 Adoptiver Zelltransfer

Fur den adoptiven Zelltransfer in vivo wurden 2,5 x 10° markierte CD4*T-Zellen/Maus
bendtigt. Die Zellen wurden mit PBS auf die gewilnschte Zellzahl eingestellt und
jeweils 100 pl i.v. in die Maus injiziert. Zur Aktivierung der T-Zellen wurde 24 h
Ovalbumin Protein (500 pg/Maus) i.v. injiziert. Nach drei Tagen wurde die Milz
entnommen und Einzelzellsuspension erstellt und mit CD4 und Va2 Ak gefarbt und

die Zellen mit dem Durchflusszytometer analysiert.

3.7.4 Kokultur T-Zellen mit gesorteten DCs

Fur die ex vivo T-Zell-Proliferationsanalyse wurden 1 x 10* CFSE-markierte CD4'T-
Zellen mit 1 x 10° gesorteten DCs in 96-V-well Kulturplatten in DC Medium
kokultiviert. Zur Aktivierung wurden 100 pug/ml Ovalbumin-Protein oder 150 ug/ml
OVAs23-339 Peptid zugefligt. Nach drei Tagen bei 37 °C wurden die Zellen mit CD4
und Va2 Ak gefarbt und mittels Durchflusszytometer analysiert.

3.8 Antigenaufnahme und Antigenprozessierung

Zur Analyse der Antigenaufnahme und der Antigenprozessierung in vivo wurde je
100 pg Ovalbumin-AlexaFluor647 und Ovalbumin-DQ™ in die Schwanzvene
appliziert. Ovalbumin-DQ™ ist ein selbstquenchendes Konjugat aus Ovalbumin und
dem grun fluoreszierenden Fluorochrom BODIPYFL. Die Degradation des Proteins
vereinzelt (,entquencht) die Fluorochrome, so dass die Fluoreszenzemission im
Durchflusszytometer gemessen werden kann. Eine Stunde nach der Injektion wurde
die Milz entnommen, weiter verarbeitet wie in 3.5.1 beschrieben und die Ag-

Aufnahme und Ag-Prozessierung mit Hilfe des Durchflusszytometers analysiert.

3.9 Apoptoseassay

Programmierter Zelltod oder Apoptose ist ein physiologischer Prozess, der wahrend
der Embryonalentwicklung und bei der Gewebe-Homdobostase eine wichtige Rolle
spielt. Im reifen Organismus dient sie der Erhaltung des Zellgleichgewichts und der

Eliminierung defekter Zellen [154]. Die Zelle nimmt dabei aktiv an ihrem
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Abbauprozess teil. Im Gegensatz zur Nekrose wird die Zellmembran nicht zerstort,
das Zellplasma nicht freigesetzt und somit auch keine Entzindungsreaktion
ausgelost. Die Apoptose kann durch phanotypische Erkennungszeichen definiert
werden. Die Zelle schrumpft, es kommt zu Kondensation und Degradierung der DNA,
Mitochondrien werden abgebaut und letztendlich wird die Zelle in sogenannte
apoptotische Korperchen fragmentiert, die sehr schnell durch Phagozyten eliminiert
werden. Die biochemischen Veranderungen einer apoptotischen Zelle beruhen auf
Aktivierung einer Kaskade von zytosolischen Proteasen - den Caspasen. Diese sind
proteinspaltende Enzyme, die nach der Aminosaure Asparaginsaure das Substrat
spalten und somit die Funktion des Substrates inaktivieren [155]. Die Apoptose laf3t
sich in die Initiationsphase und in die Effektorphase unterteilen [156]. Initiator-
Caspasen (Caspase-8, -9, -10) sind zu Beginn der Apoptose wichtig und werden
durch extrazellulare Signale oder Zellstrel3 aktiviert. Ihre Aufgabe ist es, die Apoptose
zu regulieren und die nachgeschalteten Caspasen zu aktivieren. Die Substrate der
nachgeschalteten Effektor-Caspasen (Caspase-3, -7) befinden sich in allen
Bereichen der zellularen Funktionen z.B. bei der DNA-Reparatur, Erhaltung der
Zellstrukturen und Regulation des Zellzyklus, die dadurch beeintrachtigt werden
[156].

Mit dem hier verwendeten 3/7 -Caspase FLICA™ Kit (Serotec) kann man Apoptose
durch die Markierung von aktivierten Caspasen in Zellen messen. Die Technik
basiert auf einem zellpermeablen, nicht-toxischen Reagenz (Fluorochrome Inhibitor
of Caspases). Das Reagenz enthalt eine Caspase Inhibitor Sequenz, die mit einem
grunen (Carboxyfluorescein, FAM) Fluorochrom markiert ist und an die Caspasen-3
und 7 bindet. Die Methode wurde nach Herstellerangaben durchgeflihrt. Insgesamt
3x10° Zellen aus Einzelzellsuspension (3.5.1) wurden in 400 pyl DC-Medium (ohne
GM-CSF) und 10 pl FLICA30x resuspendiert und 1 h bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert. Danach wurden die Zellen zweimal mit Waschpuffer gewaschen,
zentrifugiert (400 g, 4 °C, 5 min) und in FC-Block (CD16/CD32) resuspendiert. Nach
15 minutiger Inkubationszeit wurde die Zellsuspension zentrifugiert und mit CD11c,
CD8, und CD4 Ak gefarbt (siehe 3.6.1). Um die nekrotischen Zellen zu bestimmen,
erfolgte die Anfarbung der Zellkerne mittels 7-Amino-Actinomycin (7-AAD), wofur die
Zellen 30 Minuten mit 20 ug/ml 7-AAD bei RT inkubiert werden. Die Analyse erfolgte

durch das Durchflusszytometer.
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3.10 BrdU- Inkorporationsassay

Eine Moglichkeit der Zellmarkierung in vivo ist der Einsatz von Bromodesoxyuridin
(BrdU). Dieses wird anstelle der Base Thymidin in die DNA von mitotisch aktiven
Zellen eingebaut und markiert damit neu synthetisierte Tochterzellen. Das
eingebaute BrdU kann dann durch einen spezifischen Antikdrper im
Durchflusszytometer gemessen werden [157].

Fur die Analyse wurden den Mausen taglich 1mg BrdU i.v. in die Schwanzvene
appliziert. Zu bestimmten Zeitpunkten wurden die Mause getotet, die Milz
entnommen und Einzelzellsuspensionen erstellt. Insgesamt 4 x 10° Zellen wurden
nach Anleitung des Kits von BD Pharmingen™ gefarbt und im Durchflusszytometer

gemessen.

3.11 Depletion von DCs

Zur Depletion von Dendritischen Zellen in vivo wurde zum angegebenen Zeitpunkt
Diphterie-Toxin (8 pg/mg pro Korpergewicht in CD11c.DOG Mause [158])
intraperitoneal injiziert. Die Effektivitat der Depletion wurde durchflusszytometrisch

bestimmt.

3.12 ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

Um die Flt3Ligand-Konzentration im murinem Serum zu ermitteln, wurde der ,Mouse
FIt-3 Ligand ELISA® von R&D Systems verwendet und nach Herstellerangaben
durchgefuhrt. Der ELISA ist eine spezifische und sensitive Methode zur quantitativen
Detektion von Antigenen. Bei der vorliegenden Methode wurde Antikorper gegen
FIt3L an eine feste Phase gebunden und dann mit murinen Serumproben inkubiert.
Befindet sich das gesuchte Antigen in der Probe, wird dieses an den Antikorper
gebunden. Nach einem  Waschschritt  wird ein enzymgekoppelter
Detektionsantikorper zugefugt, der an das gebundene Antigen bindet. Um eine
Farbreaktion zu erreichen, wird nach einem Waschschritt das Substrat des Enzyms
hinzugegeben. Die Farbreaktion, die mit einem ELISA Reader gemessen wird, lasst
im Vergleich zu einem definierten Standard einen Ruckschluss auf die Menge des

vorhandenen Antigens zu.
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3.12.1 Gewinnung von murinem Serum

Direkt nach dem Toten der Mause wurde der Brustkorb geoffnet und das Blut durch
das Einfuhren einer Kanile in das Herz enthommen. Das geronnene Blut wurde in
ein Reaktionsgefal® Uberfuhrt und bei 13000 g fur 30 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde vorsichtig in ein neues ReaktionsgefaR pipettiert und anschlieend
bis zur weiteren Verarbeitung bei -20 °C eingefroren.

3.12.2 Durchfuhrung des ELISAs

Es wurden fur den ELISA jeweils 10 pl Mausserum verwendet. Alle Proben wurden in
Triplikaten gemessen. Die Vorbereitung und Messung des ELISAs erfolgte dem
Herstellerprotokoll entsprechend (mouse FIt3-Ligand Quantikine ELISA Kit, R&D
Systems, USA).

3.13 Interaktion von DCs und Yersinien

Ye wurden uber Nacht bei 27 °C mit entsprechenden Antibiotika in LB-Medium
angezogen. Nach 24 h wurde die Ubernachtkultur 1:20 in LB-Medium verdinnt und
fur 2 h bei 37 °C inkubiert. Danach wurde die Bakterienkultur zentrifugiert (5 min;
13000 g) und in 1 ml PBS aufgenommen. Die Konzentration der Bakterien-
Suspension wurde mit einem Photometer bei 600 nm gegen einen Leerwert (PBS)
ermittelt. Die Bakterienzahl pro ml Suspension berechnet sich dann folgendermalien:
Bakterienzahl / ml = OD(600) * 100 x 10%. Die Bakterien wurden mit PBS auf die
gewunschte Konzentration eingestellt.

Die Milzzellen wurden wie unter 3.5.1 beschrieben hergestellt. Je 2,5 x 108
Zellen/well wurden in eine unbeschichtete 12 well-Platte in 2 ml DC-Medium
ausgesat. AnschlieRend wurden die Ye in der entsprechenden MOI zu den Milzzellen
gegeben und 5 min bei 400 g zentrifugiert. Nach einer Inkubationszeit von 60 min bei
37 °C wurde 100 ug/ml Gentamycin dazugegeben. Es folgte eine weitere Inkubation
fur 3 h bzw. 23 h bei 37 °C im Zellkulturbrutschrank. AnschlieRend wurden die Zellen
mit Antikdrpern gefarbt und im Durchflusszytometer gemessen.
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3.14 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der Graph Pad Prism 4.0
Software. Alle Daten sind als Mittelwerte £ SEM aufgefuhrt. Unterschiede werden als
signifikant bezeichnet, wenn p < 0,05 (*), p < 0.01 (**), or p < 0.005 (***) ist.
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4 Ergebnisse

4.1 Analyse der cDCs nach einer Ye Infektion

4.1.1 T-Zell-Proliferation in vivo

Die adaptive Immunantwort durch die T-Zellen ist essentiell, um die Infektion mit Ye
zu kontrollieren. Aktivierte T-Zellen sekretieren IFN-y, das Makrophagen anregt die
Erreger zu eliminieren [106,108,109]. Um zu ermitteln, ob Yersinien die T-Zell-
Aktivierung durch Dendritische Zellen beeintrachtigen, wurde die T-Zell-Proliferation
in vivo im Mausinfektionsmodell analysiert. Dafiir wurden C57BL/6 Mause mit 5 x 10*
Ye i.v. infiziert. Kontrollmausen wurde PBS injiziert. Nach vier Stunden wurden 2 x
10° CFSE-markierte CD4'T-Zellen aus OVA-transgenen OT-ll Mause adoptiv
transferiert. Ein Tag nach Infektion erfolgte die Antigenzugabe von Ovalbumin
(OVA323.339) durch i.v. Injektion. Die Analyse der T-Zell-Proliferation wurde 3 Tage
nach Antigengabe mittels Durchflusszytometrie bestimmt (experimentelles Schema
siehe Abb. 9). Die Gating-Strategie ist in Abb. 10 dargestellt. Es zeigte sich keine T-
Zellproliferation bei Mausen, die CFSE-markierte T-Zellen aber keine Antigen-
Injektion erhalten haben (Abb. 11 rechts). Die CFSE-Markierung der transferierten
Zellen ermoglicht ein (Wieder-) Auffinden der Zellen und einen Ruckschluss auf das
Proliferationsverhalten der T-Zellen. CFSE ist ein fluoreszierender Farbstoff, der sich
nach der Zellteilung auf die Tochterzellen aufteilt und demzufolge kénnen neue
Generationen von Tochterzellen bzw. Zellteilungen mittels Durchflusszytometer
ermittelt werden. Das Ergebnis wird anschlieBend als ,responder frequency”
angegeben [159,160] . Die ,responder frequency“ gibt die Anzahl der sich geteilten
T-Zellen durch die Gesamtanzahl der T-Zellen an. Durch Zahlen der CFSE-Peaks
kann sowohl die Anzahl der Teilungen bestimmt werden als auch die Anzahl der sich
teilenden Zellen pro CFSE-Peak. Die Analyse der CFSE-Verteilung zeigte eine
signifikante Abnahme der ,responder frequency“ um etwa 25 % bei Yersinien-
infizierten Mausen im Vergleich zu den Kontrollmausen (Abb. 11). Das bedeutet,

dass Ye die T-Zell-Proliferation beeintrachtigt.
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Abb. 9: Experimentelle Strategie zur Analyse der T-Zell-Proliferation in vivo
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Abb. 10: Gating-Strategie des T-Zell-Proliferationsassay

Die Abbildung zeigt die Gating-Strategie einer Messung, wobei zuerst die Population aufgrund der
Morphologie (FSC/SSC) identifiziert wurde und anschlieend wurden die toten Zellen mittels 7-AAD
Farbung ausgeschlossen. Die lebenden Zellen wurden auf die Expression von CD4" und Va2® Zellen
begrenzt und innerhalb dieser Population der Anteil an CFSE-markierten T-Zellen bestimmt.
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Abb. 11: Auswertung der T-Zellproliferation in vivo

CFSE-markierte T-Lymphozyten einer OT-IlI transgenen Maus wurden in PBS-behandelte bzw. mit
Yersinien-infizierte C57BL/6 Mause adoptiv transferriert. Ein Tag nach Infektion wurde OVA-Protein iv
appliziert und die Proliferation der CD4'T-Zellen nach drei Tage anhand der CFSE-Verteilung
bestimmt. Histogramme zeigen die CFSE-Verteilung bei PBS-behandelten und Yersinien-infizierten
Mausen (links). Das Diagramm zeigt die ,respondery frequency” von CD4'T-Zellen von PBS-
behandelten und Yersinien-infizierten Mausen (rechts). Daten sind von 3 Experimenten mit je 3
Mausen pro Gruppe. * prasentieren statistisch signifikante Unterschiede.

4.1.2 T-Zell-Proliferation ex vivo

Um die Rolle der DC-Subpopulation zu untersuchen, die fur die Beeintrachtigung der
T-Zell-Aktivierung verantwortlich ist, wurden DC-Subpopulationen von Ye infizierten
Mausen und Kontrollimausen isoliert und anschlielfend mit CFSE-markierten T-Zellen
von OT-Il Mausen in Gegenwart von OVA-Protein oder OVA-Peptid kokultiviert. Nach
72-stindiger Kultur wurde die T-Zell-Proliferation durchflusszytometrisch anhand der
CFSE-Verteilung ermittelt (Strategie des Versuches siehe Abb. 12).

Ye pYV+
\i_v_ SOI‘t:
CD11c*CD4+
‘ 14 CD11e-ops: + CFSE-CD4* T-Zellen 3d _, CFSE-Diuton
CD11¢c*CD4-CD8- + OVA Protein Kultur Durchflusszytometrie

oder + OVA Peptid

Abb. 12: Experimentelle Strategie zur Analyse der T-Zell-Proliferation ex vivo
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In den durchgefiuihrten Experimenten konnte gezeigt werden, das die T-Zell-
Proliferation in der Ko-kultur mit CD8a*DCs aus Yersinien-infizierten M&usen unter
dem Einsatz von OVA-Protein signifikant reduziert ist im Vergleich zu den CD8a"DCs
aus PBS-behandelten Mausen (Abb. 13). Es konnten keine Unterschiede in der T-
Zell-Proliferation in der Kokultur mit CD4"DCs und DN DCs aus den Kontrollm&usen
und Yersinien-infizierten Mausen beobachtet werden. In den analogen Experimenten
mit Kokulturen mit OVA-Peptid wurde kein Effekt der Yersinien auf die T-Zell-
Proliferation ermittelt (Abb. 14). Mit diesen Experimenten wurde also gezeigt, dass
die Hemmung der T-Zell-Aktivierung hauptsachlich durch die Beeintrachtigung der
CD8a’DCs durch Ye vermittelt wird.
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Abb. 13: Analyse der T-Zell-Proliferation ex vivo (OVA-Protein)

CFSE-markierte T-Lymphozyten einer OT-Il transgenen Maus wurden mit OVA-Protein inkubiert. Die
Proliferation der CD4'T-Zellen wurde nach 72 h durch die CFSE-Verteilung mittels
Durchflusszytometer bestimmt. Histogramme zeigen die CFSE-Verteilung der T-Zellen mit isolierten
CD4'DCs, CD8a'DCs und DN DCs aus PBS-behandelten (weiR) und Yersinien-infizierten (grau)
Mausen (links). Das Diagramm zeigt die ,respondery frequency* von CD4'T-Zellen von PBS-
behandelten (weil3) und Yersinien-infizierten (grau) Mausen (rechts). Daten sind von zwei
unabhangigen Experimenten. * prasentieren statistisch signifikante Unterschiede.
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Abb. 14: Analyse der T-Zell-Proliferation ex vivo (OVA-Peptid)

CFSE-markierte T-Lymphozyten einer OT-Il transgenen Maus wurden mit OVA-Peptid inkubiert. Die
Proliferation der CD4+T-Zellen wurde nach 72 h durch die CFSE-Verteilung mittels
Durchflusszytometer bestimmt. Histogramme zeigen die CFSE-Verteilung der T-Zellen mit isolierten
CD4+DCs, CD8a+DCs und DN DCs aus PBS-behandelten (weil3) und Yersinien-infizierten (grau)
Mausen (links). Das Diagramm zeigt die ,respondery frequency” von CD4+T-Zellen von PBS-
behandelten (weil) und Yersinien-infizierten (grau) Mausen (rechts). Daten sind von zwei
unabhangigen Experimenten. * prasentieren statistisch signifikante Unterschiede.

4.1.3 Antigenaufnahme und —prozessierung nach Infektion mit Ye

Die Ergebnisse der T-Zell-Proliferation in vivo und ex vivo deuten darauf hin, dass die
Antigenaufnahme und/oder Antigenprozessierung durch Yersinien gehemmt werden
konnte. Um zu analysieren, ob diese beiden Prozesse durch eine Infektion mit Ye
beeintrachtigt werden, wurden C57BL/6 Mause mit 5 x 10* Ye infiziert und ein bzw.
drei Tage nach Infektion wurde OVA-Alexa647 und OVA-DQ i.v. appliziert. OVA-DQ
ist ein selbstquenchendes Konjugat aus Ovalbumin und dem grun fluoreszierenden
Fluorochrom BODIPYFL. Die Degradation eines Proteins vereinzelt (,entquencht®)
die Fluorochrome, so dass die Fluoreszenzemission im Durchflusszytometer
gemessen werden kann. Eine Stunde nach der Apllikation von OVA-Alexa647 und
OVA-DQ wurde die Milz entnommen und die DCs im Durchflusszytometer analysiert.
Experimentelles Schema siehe Abb. 15.
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Abb. 15: Experimentelle Strategie zur Analyse der Antigenaufnahme und -
Prozessierung

Es ist bekannt, dass die CD8a'DCs eine hohere Kapazitat in der Antigenaufnahme
besitzen [56]. CD8a’DCs aus PBS-behandelten M3usen haben eine hdhere
Aufnahme an AlexaFluor647-markiertem OVA-Protein als die beiden anderen DC-
Subpopulationen. Bei einer Infektion mit Ye nehmen die CD8aDCs nach einem Tag
etwa 20 % und nach drei Tagen etwa 80 % weniger AlexaFluor647 OVA-Protein auf
als die CD8a'DCs von PBS-behandelten Mausen. Die CD4'DCs sowie die DN DCs
nehmen dagegen an Tag drei das Doppelte bzw. das Vierfache an OVA-Protein auf
(Abb. 16 und 17).
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# # &

OVA-DQ >

OVA-Alexag47

Abb. 16: FACS-Analyse der Antigenaufnahme und -prozessierung von DCs

C57BL/6 Mause wurden mit 5x10* Ye i.v. infiziert bzw. wurde PBS injiziert. 24 h und drei Tage nach
Infektion wurde OVA-Alexa647 und OVA-DQ i.v. appliziert und eine Stunde wurde die
Antigenaufnahme und Antigenprozessierung im Durchflusszytometer analysiert. Dot plots zeigen
AlexaFluor647" und DQ-OVA" DC Subpopulationen von PBS behandelten und Ye-infizierten C57BL/6
Mausen (1 und 3 dpi).
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Abb. 17: Antigenaufnahme der DC-Subpopulationen in vivo

Die Graphik zeigt AlexaFluor647"DC Subpopulationen von PBS behandelten (weile Balken) und Ye-
infizierten (1 dpi: graue Balken und 3 dpi: schwarze Balken) C57BL/6 Ma&usen. Daten sind
reprasentativ fir 2 Experimente mit 5 Mausen pro Gruppe. * prasentieren statistisch signifikante
Unterschiede.

Die Analyse der Antigenprozessierung mittels OVA-DQ Injektion lieferte
vergleichbare Ergebnisse wie die Antigenaufnahme. Im Verlauf der Infektion erfolgt
eine signifikante Abnahme in der Antigenprozessierung bei den CD8a’DCs und eine
signifikante Zunahme bei den CD4'DCs und DN DCs (Abb. 16 und Abb.
18).Insgesamt konnte gezeigt werden, dass Ye vor allem die Antigenaufnahme und
die Antigenprozessierung von CD8a*DCs hemmit.
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OVA-AlexaB47+ [%]

OVA-Alexa 647 OVA-DQ* Zellen/

CD4* CD8a* 'CD4-CD8a-

Abb. 18: Antigenprozessierung der DC-Subpopulationen in vivo

Die Graphik zeigt den prozentualen Anteil an AlexaFluor647'DQ™-OVA" Zellen bezogen auf alle
AlexaFluor647*Zellen von PBS (weiRe Balken) behandelten und Ye-infizierten C57BL/6 Mé&usen (1
dpi: graue Balken und 3 dpi: schwarze Balken). Daten sind reprasentativ fir aus 2 Experimente mit 5
Mausen pro Gruppe. * prasentieren statistisch signifikante Unterschiede.
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4.1.4 GroRe, Zellzahl und Bakterienanzahl der Milz nach Infektion mit Ye

Nach einer Infektion mit Ye konnte eine Zunahme in Grof3e und Gewicht der Milzen
in C57BL/6, TLR2"'x4”", MyD88" und TRIF” Mausen beobachtet werden (Abb. 19
und Abb. 22). Insbesondere konnte neben der auffalligen Gewichtszunahme der Milz
eine Zunahme in der Gesamtzellzahl der Milz beobachtet werden (Abb. 20 und Abb.
23). In Abb. 21 ist die Zunahme der Bakterienzahl in C57BL/6 nach Infektion mit
5x10* Ye nach 1, 2 und 3 dpi zu sehen. Diese Zunahme der Zellzahl war an Tag drei
nach Infektion in allen Mausstammen sehr ausgepragt und korrelierte mit der hohen
bakteriellen Last in der Milz. Aufgrund der unterschiedlichen Suszeptibilitat der
Mause auf eine Yersinien-Infektion wurde zuerst die Infektionsdosis fur jeden
Mausstamm bestimmt, um vergleichbare Bakterienzahlen in der Milz zu erzielen
(Abb. 24). Die Infektionsdosis der TLR27x4"-Mausen betrug 5 x 10°, MyD88"-
Mause 5 x 102 und TRIF"-Mause 5 x 10* Ye. Die Zunahme der MilzgréRe und
Gesamtzellzahl ist nicht durch eine Zunahme an DCs in der Milz bedingt.
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Abb. 19: Gewichtszunahme der Milz
von C57BL/6 Mausen nach Infektion
mit Ye
Die M3use wurden mit 5 x 10 Ye pYV' i.v.
0,13 = infiziet und an den angegebenen
Zeitpunkten nach Infektionsbeginn getétet.
J— Die Milzen wurden entnommen und auf einer
0,08 - - Feinwaage gewogen. Das Milzgewicht ist in
Gramm dargestellt. Weiller Balken: PBS-
behandelt; hellgrauer Balken: 1 dpi;
dunkelgrauer Balken: 2 dpi; schwarzer
Balken: 3 dpi. Daten sind reprasentativ aus 3
PBS pYV* pYV* pYV* Experimenten mit mind. 3 Mausen pro
1 opi 2dpi 3 dpi Gruppe. * prasentieren statistisch signifikante
Unterschiede.
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Abb. 20: Anstieg der Zellzahl in
09 C57BL/6 Mausen nach Infektion mit
Ye

C57BL/6-Mause wurden mit 5 x 10* Ye i.v.
infiziert und nach angegebenen Zeitpunkten
getotet, die Milz entnommen, homogenisiert
und die Zellzahl bestimmt. Weiller Balken:
PBS-behandelt; hellgrauer Balken: 1 dpi;
dunkelgrauer Balken: 2 dpi; schwarzer
Balken: 3 dpi. Daten sind reprasentativ aus
3 Experimenten mit mind. 3 Mausen pro
Gruppe. * prasentieren statistisch

PBS pYV* pYV* pYV* signifikante Unterschiede.
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Abb. 21: Bakterienzahlen in der Milz
T - in C57BL/6 Maiusen nach Infektion
] mit Ye
Bl ) L L C57BL/6-Mause wurden mit 5 x 10* Ye i.v.
... ul infiziert und nach angegebenen Zeitpunkten
—l-.l— getotet, die Milz enthommen, homogenisiert
7 = O und auf MH-Platten ausplattiert um die CFU
a zu ermitteln. Dargestellt sind Keimzahlen /
Milz einzelner Mause nach 1 dpi (hellgrau),
s Boom 2 dpi (dunkelgrau) und 3 dpi (schwarz).
o_pO Daten  sind  représentatv. = aus 3
Experimenten mit mind. 3 Mausen pro
5 Gruppe.
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Abb. 22: Gewichtszunahme in
C57BL/6, TLR2"/4", MyD88" und
TRIF- Mausen nach Infektion mit Ye
Die Mause wurden mit Ye pYV" i.v. infiziert
und 3 Tage nach Infektionsbeginn getdtet.
Die Milzen wurden enthommen und auf
einer Feinwaage gewogen. Das Milzgewicht
ist in Gramm dargestellt. Weille Balken:
PBS-behandelt; schwarze Balken: 3 dpi.
Daten sind reprasentativ aus 4
Experimenten mit mind. 3 Mausen pro
Gruppe. * prasentieren statistisch
signifikante Unterschiede.

Abb. 23: Gesamtzellzahl in der Milz
von C57BL/6, TLR2"/4"", MyD88™ und
TRIF"Mausen nach Infektion mit Ye
Mause wurden mit Ye i.v. infiziert und 3
Tage nach Infektionsbeginn getdtet, die
Milz entnommen, homogenisiert und die
Zellzahl bestimmt. WeilRe Balken: PBS-
behandelt; schwarze Balken: 3 dpi. Im
Verlauf der Infektion nimmt die Zellzahl bei
den Wildtyp-Mausen und TLR2"x4™ in der
Milz zu. Daten sind reprasentativ aus 4
Experimenten mit mind. 3 Mausen pro
Gruppe.* prasentieren statistisch
signifikante Unterschiede.

Abb. 24: Bakterienanzahl in C57BL/6,
TLR27/4", MyD88" und TRIF"
Mausen nach Infektion mit Ye

Mause wurden mit Ye i.v. infiziert, getotet,
die Milz entnommen, homogenisiert und auf
MH-Platten ausplattiert um die CFU zu
ermitteln. Dargestellt sind Keimzahlen / Milz
einzelner Mause 3 dpi. Daten sind
reprasentativ aus 4 Experimenten mit mind.
3 Mausen pro Gruppe.
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4.1.5 Infektion mit Ye fuhrt zu DC-Verlust in der Milz

De Trez et al. konnten einen Verlust der DC Subpopulationen in der Milz nach
Infektion mit E. coli in vivo zeigen [141]. Um zu analysieren, ob eine Infektion mit Ye
ebenfalls einen Veranderung in der Anzahl der DCs hervorruft, wurden C57BL/6
Mause 5 x 10* Ye i.v. appliziert, ein bis drei Tage nach Infektionsbeginn getétet und
die DC-Subpopulationen durchflusszytometrisch bestimmt. Anschliellend wurde die
prozentuale und absolute Anzahl der DCs, sowie die Verteilung der DC-
Subpopulationen bestimmt. Aus den Resultaten geht deutlich hervor, dass die
Anzahl der DCs in der Milz um 25 % (von 2,2 x 10° in PBS-behandelten Mausen auf
8,0 x 10° DCs in Yersinien-infizierten Mdusen an Tag 3) vermindert wird. Dabei
nehmen CD4"DCs um 90 % und CD8a*DCs um 65 % ab, hingegen die DN DCs zu,
im Vergleich zu den PBS-behandelten Mausen (Abb. 25, unten links). Absolut
gesehen, nehmen die CD4*DCs von 1,1 x 10° auf 1,0 x 10° und die CD8a*DCs 4,7 x
10° auf 1,7 x 10° Zellen in der Milz von Mausen drei Tage nach Infektion ab im
Vergleich zu den PBS-behandelten Mausen. Interessanterweise steigt die absolute
Zellzahl der DN DCs in der Milz im Verlauf der Infektion an (Abb. 25, unten rechts).
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Abb. 25: Analyse der DC-Subpopulationen in C57BL/6-Mause im Yerlauf der Infektion
mit Ye

C57BL/6 Mause wurden mit 5x10* Ye i.v. infiziert bzw. wurde PBS injiziert. Nach ein bis drei Tagen
wurde die Milz entnommen, Einzelzellsuspensionen gefarbt mit Antikbrpern gegen CD11c, CD4,
CD8a, die toten Zellen mittels 7-AAD ausgeschlossen und die Anzahl der DC-Subpopulationen
durchflusszytometrisch ermittelt. Die Dot plots (oben) zeigen die Gating-Strategie und den
prozuentalen Anteil der jeweiligen DC-Subpopulation im Verlauf der Infektion. Die Diagramme (unten)
geben die DC-Subpopulationen in Prozent (links) und absoluter Zellzahl (rechts) an. CD4'DCs (weilke
Balken), CD8a’DCs (graue Balken), DN DCs (schwarze Balken). Daten sind reprasentativ aus 5
Experimenten mit 5 Mausen pro Gruppe. * prasentieren statistisch signifikante Unterschiede.

Um zu klaren, ob der Verlust der DCs TLR Signalweg vermittelt wird, wurden die DC-
Subpopulationen in der Milz von TLR2"x4"", MyD88™ und TRIF"~ Mausen wihrend
einer Infektion mit Ye analysiert. Daflir wurden die Mause mit verschiedenen Ye-
Infektionsdosen i.v. infiziert, um vergleichbare Bakterienzahlen in der Milz zu
bekommen (siehe bitte 4.1.6). Nach drei Tage wurden die Milzellen
durchflusszytometrisch auf die Anzahl der DCs analysiert. Eine vergleichbare
Abnahme von CD4'DCs und CD8a'DCs konnte in MyD88”" Mausen und

-

Wildtypmausen ermittelt werden. Ein anderes Bild zeigte sich in den TLR2x4" und
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TRIF” Mausen. Drei Tage nach Infektion mit Ye konnte in TLR2'x4” Mausen keine
Abnahme der DC-Subpopulationen festgestellt werden, sondern sogar eine
signifikante Zunahme an CD8a*DCs und DN DCs im Vergleich zu PBS-behandelten
TLR2"x4" Mausen. Bei Mausen, bei denen der TRIF-Signalweg blockiert ist, konnte
keine Abnahme von CD4'DCs und CD8a’DCs, jedoch eine Zunahme an DN DC
ermittelt werden (Abb. 31). Diese Ergebnisse zeigen eindeutig, dass der Verlust der
CD4'DCs und CD8aDCs in Wildtyp-Mausen durch die Infektion mit Ye (ber den
TLR4-TRIF-Signalweg vermittel wird.
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Abb. 26: Analyse der DC-Subpopulationen im Yerlauf der Infektion mit Ye

Mause wurden mit Ye i.v. infiziert bzw. wurde PBS injiziert. Nach drei Tage wurde die Milz
entnommen, die Zellen gefarbt mit Antikérpern gegen CD11c, CD4, CD8aq, die toten Zellen mittels 7-
AAD ausgeschlossen und die Anzahl der DC-Subpopulationen durchflusszytometrisch ermittelt. Die
absolute Zellzahl der DC-Subpopulationen in der Milz ist dargestellt. CD4'DCs (weiRe Balken),
CD8a’DCs (graue Balken) DN DCs (schwarze Balken). Erlauterungen siehe bitte Text. Daten sind
reprasentativ aus 3 Experimenten mit mind. 3 Mausen pro Gruppe. * prasentieren statistisch
signifikante Unterschiede.
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4.1.6 Nekrose und Apoptose von DCs nach Infektion mit Ye

Wie im vorigen Abschnitt erwahnt, wurde in Experimenten mit LPS-behandelten bzw.
E. coli-infizierten Mausen einen Verlust an CD4'DCs und CD8a* DCs in der Milz
gezeigt. Der Verlust konnte durch Zelltod (Nekrose) und Apoptose (programmierter
Zelltod) erklart werden. Dieser Prozess wird durch TLR4 und dem TRIF-Signalweg
vermittelt [141,161]. Daher stellt sich hier die Frage, ob Ye den Zelltod von DC-
Subpopulationen in vivo induziert und damit der Verlust der CD4'DCs und
CD8a'DCs erklart werden kann. Zum Nachweis des Zelltodes wurden die DC-
Subpopulationen aus PBS-behandelten bzw. Ye-infizierten Mausen mit 7-
Aminoactinomycin D (7-AAD) gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. 7-AAD
ist ein selbstfluoreszierender Farbstoff, der mit der DNS interkaliert; spezifisch
zwischen Cytosin und Guanin. Eine wichtige Eigenschaft von 7-AAD ist, dass
ausschlieBlich die DNS von toten Zellen gefarbt werden, da 7-AAD nur in Zellen mit
geschadigter Zellwand diffundieren kann [162]. Der prozentuale Anteil an 7-
AADCD4"'DCs steigt von 10 % in Kontrollmdusen auf etwa 45-65 % in Yersinien-
infizierten Mausen drei Tage nach Infektionsbeginn (Abb. 27 und Abb. 28 links),
wohingegen die absolute Zellzahl an 7-AAD*CD4"DCs keine Zunahme im Verlauf der
Infektion zeigt (Abb. 28 rechts). Eine Erklarung hierfur ist, dass dies durch die
extreme Abnahme an CD4'DCs 2 und 3 dpi verursacht wird. Eine ausgepragte
Veranderung weder in der prozentualen noch in der absoluten Zellzahl konnte bei 7-
AAD*CD8a*DCs im Verlauf der Infektion mit Ye beobachtet werden (Abb. 27 und
Abb. 28). Dagegen zeigte sich eine signifikante Zunahme an 7-AAD'DN DCs in
Yersinien-infizierten Mausen verglichen mit den PBS-behandelten Mausen sowohl
prozentual als auch in der absoluten Zellzahl (Abb. 28).

Analyse der 7-AAD*DCs in TLR2"x4"", MyD88” und TRIF” Mausen drei Tage nach
Infektionsbeginn zeigten prozentual einen geringen Anstieg an toten CD4'DCs in
TLR2"x4"- und MyD88"-Mausen im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen (Abb.34).
Weder eine Zunahme noch eine Abnahme an 7-AAD"Zellen konnte in den beiden
anderen Populationen ermittelt werden im Vergleich zu den jeweiligen PBS-
behandelten in TLR2"x4” und MyD88" Mausen. Die Infektion mit Ye fiihrte bei
TRIF” Mausen zu einer Zunahme von 30 % an 7-AAD*CD4'DCs und zu einer
Abnahme von ca. 5 % an 7-AAD'CD8a"DCs und 7-AAD'DN DCs im Vergleich zu
den Subpopulationen von PBS-behandelten TRIF-Mausen (Abb. 34).
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Abb. 27: Durchflusszytometrische Darstellung des Zelltodes mit 7-AAD in murinen DC-
Subpopulationen

C57BL/6 Mause wurden mit 5x10* Ye i.v. infiziert bzw. wurde PBS injiziert. Nach ein bis drei Tagen
wurde die Milz entnommen, Einzelzellsuspensionen gefarbt mit Antikbrpern gegen CD11c, CD4,
CD8a und der Anteil der toten Zellen mittels 7-AAD durchflusszytometrisch bestimmt. Die
Histogramme zeigen die Gating Strategie und den prozentualen Anteil der jeweiligen DC-
Subpopulation im Verlauf der Infektion.
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Abb. 28: Analyse des Zelltodes mit 7-AAD in C57BL/6 Mause im Yerlauf der Infektion
mit Ye

C57BL/6 Mause wurden mit 5x10* Ye i.v. infiziert bzw. wurde PBS injiziert. Nach ein bis drei Tage
wurde die Milz entnommen, Einzezellsuspensionen gefarbt mit Antikdrpern gegen CD11c, CD4, CD8a
und die toten Zellen durch 7-AAD-Féarbung durchflusszytometrisch ermittelt. Die Diagramme geben in
Prozent (links) und absoluter Zellzahl (rechts) den Zelltod der DC-Subpopulationen an. CD4'DCs
(weiBe Balken), CD8a’DCs (graue Balken), DN DCs (schwarze Balken). Daten sind reprasentativ fiir
zwei Experimente mit 5 Mausen pro Gruppe. * prasentieren statistisch signifikante Unterschiede.

dpi
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Abb. 29: Analyse des Zelltodes in Mause drei Tage nach Infektion mit Ye

Mause wurden mit Ye iv. infiziert bzw. wurde PBS injiziert. Nach drei Tagen wurde die Milz
entnommen, Einzelzellsuspensionen gefarbt mit Antikérpern gegen CD11¢, CD4, CD8a und die toten
Zellen durch 7-AAD-Farbung durchflusszytometrisch ermittelt. Dargestellt ist der prozentuale Anteil an
7-AAD'DC-Subpopulationen in der Milz von C57BL/6, TLR2"x4”, MyD88” und TRIF" Mausen.
CD4’DCs (weiRe Balken), CD8a’DCs (graue Balken), DN DCs (schwarze Balken). Daten sind
reprasentativ fir drei Experimente mit mindest. 3 Mausen pro Gruppe. * prasentieren statistisch
signifikante Unterschiede.

Mehrere Arbeitsgruppen haben zeigen kdnnen, dass Ye Apoptose in Makrophagen
und in DCs in vitro induziert [129,131,136]. Die Induktion der Apoptose durch Ye
kénnte eine Ursache des Verlustes von CD4'DCs und CD8a’DCs sein. Bei der
Apoptose nimmt die Zelle im Gegensatz zur Nekrose (Zelltod) bei ihrem
Abbauprozess aktiv teil. Die Veranderung der Zellen wahrend des programmierten
Zelltod kann durch phanotypische Merkmale definiert werden. Die Zelle schrumpft,
die DNS wir kondensiert und degradiert, Mitochondrien werden abbgebaut und
letztendlich wird die Zelle in sogenannte apoptotische Korperchen fragmentiert, die
von Phagozyten entfernt werden. Die biochemische Veranderung einer
apoptotischen Zelle zeigt sich in der Aktivierung einer Kaskade von zytosolischen
Proteasen - den Caspasen, welche die Apoptose kontrollieren und regulieren. Fur
diese Fragestellung wurden die Milzzellen aus PBS behandelte bzw. mit Yersinien-
infizierten Mause mit dem Caspase3/7 FLICA Apoptosis Detection Kit (serotec)

gefarbt. Dabei werden die aktivierten Caspasen 3 und 7 mit einem
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Fluoreszenzfarbstoff markiert, welche anschlie®Bend im Durchflusszytometer
detektiert werden konnen. Um die schon nekrotischen Zellen auszuschlieRRen,
wurden die Zellen zusatzlich mit 7-AAD gefarbt (Abb. 30). Im Gegensatz zur Nekrose
wird die Zellmembran bei der Apoptose nicht zerstort; somit ist eine Unterscheidung
von Nekrose und Apoptose durch 7-AAD und der Farbung von Caspasen mdglich.
Dabei sind intakte Zellen auf beide Farbungen negativ, frihapoptotische Zellen sind
positiv fur die Caspase3/7 Farbung, jedoch negativ auf die mit 7-AAD, nekrotische
Zellen reagieren positiv auf die Farbung mit 7-AAD, jedoch negativ fur Caspase3d/7.
Eine signifikante Zunahme der Apoptoserate wurde in allen drei DC-Subpopulationen
24 h nach Infektion mit Ye im Vergleich zu den Kontrollmausen beobachtet (Abb. 31).
Dabei zeigten die CD4"DCs eine prozentualer Zunahme an aktivierten Caspasen3/7
von ca. 10 %, CD8a'DC von ca. 5 % und DN DCs von ca. 10 %. Drei Tage nach
Infektion nahm der prozuentale Anteil der Caspase3/7°'CD4'DCs um ca. 15 % zu im
Vergleich zu den CD4'DCs aus PBS behandelten Mausen. Im Kontrast dazu nahm
der Caspase3d/7" Anteil bei den CD8a*DCs und DN DC drei Tage nach Infektion ab
auf den Wert der Kontrollmause (Abb. 31 links). Die absolute Zellzahl an
Caspase3d/7" DC Subpopulationen zeigte ebenfalls eine signifikante Zunahme 24 h
nach Infektion im Vergleich zu den Kontrollmausen (Abb. 31, rechts). Vor allem die
CD4*DCs und DN DCs zeigten eine Zunahme von ca. 0,5 x 10° auf ca 2,5 x 10°
Caspase3d/7*Zellen. Drei Tage nach Infektionsbeginn verminderte sich die Anzahl an
apoptotischen CD4'DCs und CD8a” DCs aus Yersinien-infizierten Mausen auf den
Wert der Kontrollmause (Abb. 31 rechts). Die Anzahl der Caspase-aktivierten DN
DCs war an Tag drei nach Infektionsbeginn immer noch signifikant erhoht im

Vergleich zu den Kontrollmausen.

Die Ergebnisse der Zelltod-Analyse fuhren zu dem Schluss, dass Ye den Zelltod von
DN DCs und CD4'DCs induziert, wobei es nicht zu einer Abnahme an lebenden DN
DCs fiihrt. Weiterhin konnte eine prozentuale Zunahme an toten CD4'DCs und
CD8a"DCs beobachtet werden, jedoch nicht in der Anzahl 7-AAD*Zellen. Der Verlust
der CD4"DCs ist betrachtlich héher als CD4*7-AADDCs im Verlauf der Infektion mit
Ye, so dass der Zelltod keine ausreichende Erklarung daflr sein kann. Die
Ergebnisse der Zelltod-Analyse in den Knock-out Mausen deutet darauf hin, dass die
leicht erhdhte Zelltodrate der CD4*DCs in TLR2"x4” und MyD88” Mausen durch
den MyD88-Signalweg wahrend einer Yersinien-Infektion vermittelt wird.

Zusammenfassend konnte ein Einfluss von Ye auf den Zelltod und den
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programmierten Zelltod der DC-Subpopulationen in der Milz wahrend der Infektion
mit Ye beobachtet werden. Jedoch kann der Verlust der CD4"'DCs und CD8a*DCs in
der Milz nicht hauptsachlich durch die Induktion der Nekrose und/oder der Apoptose

durch Yersinien erklart werden.
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Abb. 30: Durchflusszytometrische Darstellung der Apoptose in DC-Subpopulationen

C57BL/6 Mause wurden mit 5x10* Ye i.v. infiziert bzw. PBS injiziert. Nach ein und drei Tagen wurde
die Milz entnommen, gefarbt mit Antikérpern gegen CD11c, CD4, CD8a und der Anteil der Apoptose
mittels Caspase3/7-Markierung durchflusszytometrisch bestimmt. Um die toten Zellen auszuschlief3en,
wurde mit 7-AAD geféarbt. Die Dotplots zeigen die Gating Strategie und den prozentualen Anteil der
jeweiligen Caspase3/7'DC-Subpopulation im Verlauf der Infektion mit Ye.
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Abb. 31: Analyse apoptotischen DC-Subpopulationen in C57BL/6 Mausen nach
Infektion mit Ye

Méause wurde mit Ye i.v. infiziert bzw. PBS injiziert. Nach ein und drei Tagen wurde die Milz
entnommen, die Zellen gefarbt mit Antikbrpern gegen CD11c, CD4, CD8a und der Anteil der Apoptose
mittels Caspase3/7-Markierung durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt sind der prozentuale
Anteil (rechts) und die absolute Zellzahl von apoptotischen DC-Subpopulationen. CD4'DCs (weile
Balken), CD8a'DCs (graue Balken), DN DCs (schwarze Balken).Daten sind reprasentativ fir zwei
Experimente mit 5 Mausen pro Gruppe. * prasentieren statistisch signifikante Unterschiede.

4.1.7 Expression der DC-Oberflaichenmarker CD4 und CD8a nach

Infektion mit Ye

Die zuvor beschriebenen Experimente zeigten, dass die Infektion mit Ye zu einem
ausgepragten Verlust an CD4" DCs und CD8a*DCs in der Milz fiihrt und weder
Nekrose noch Apoptose eine entscheidende Rolle dabei spielen. Es ist naheliegend,
hinter diesem Effekt eine ,Downregulation“ der Oberflachenmolekile CD11c, CD4
und CD8a auf den DCs zu vermuten. Um zu untersuchen, ob die Expression der
Oberflachenmolekule auf Milz-DCs nach in-vitro Infektion mit Ye herunterreguliert
wird, wurden Milzzellen in vitro mit dem Wildtypstamm von Ye mit einer MOI von 10
und 1 fir 4 h bzw. 24 h bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend erfolgte die
durchflusszytometrische Analyse der DC-Subpopulationen. Der prozentuale Anteil
der CD4"DCs und der CD8'DCS andert sich durch die Infektion mit Ye in vitro nicht.
Somit kann die Erklarung fir den Verlust der CD4"DCs und der CD8a’DCs durch
Herunterregulation der Oberflachenmolekile CD4 und CD8 nach einer Infektion in

vivo ausgeschlossen werden.
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Abb. 32: FACS-Analyse der Interaktion von murinen Milzzellen und Ye in vitro

Milzzellen aus C57BL/6 Mause wurden mit Ye mit einer MOI 10 und 1 bzw. mit Medium inkubiert.
Nach 4 und 24 Stunden wurde die Zellen gefarbt mit Antikdrpern gegen CD11c, CD4, CD8aq, die toten
Zellen mittels 7-AAD ausgeschlossen und die Anzahl der DC-Subpopulationen durchflusszytometrisch
ermittelt. Die Dotplots zeigen die Gating-Strategie zur Analyse der DC-Subpopulationen. Daten sind
reprasentativ fur zwei Experimente mit mindest. zwei Ansatze pro Bedingung.
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4.1.8 Hitze-inaktivierte Ye besitzen keinen Effekt auf DCs in vivo

Um zu kontrollieren, ob der Verlust der DCs durch bakterielles LPS von Ye induziert
wird, das ein Zellwandbestandteil gram-negativer Bakterien ist, wurden C57BL/6
Mausen hitze-inaktivierte Yersinien (HKY) i.v. bzw. den Kontrollmausen PBS i.v.
injiziert. Fur die Inaktivierung der Yersinien erfolgte ein Erhitzen der Bakterien fur 4 h
bei 60°C. Zur Kontrolle des Inaktivierungserfolges wurden die Infektionsdosen und
die Bakterienzahl der Milzen durch Ausplattieren bestimmt. Die Auswertung der DCs
in der Milz nach drei Tagen durch das Durchflusszytometer ergab, dass nur
Infektionen mit lebenden Yersinien zur Verminderung der DCs fuhren (Abb. 33). Es
konnte daher angenommen werden, dass fur den DC-Verlust wahrend der Infektion

mit Ye in vivo ein vitaler Erreger bendtigt wird.
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Abb. 33: Analyse der DCs in der Milz nach Injektion von hitze-inaktivierten Yersinien
C57BL/6 Mause wurde i.v. PBS (weile Balken), 5 x 10* HKY (hellgraue Balken), 5 x 10° HKY
(dunkelgraue Balken) oder 5 x 10% HKY (schwarze Balken) injiziert. Nach drei Tagen wurden die
CD11¢'DCs bzw. die DC-Subpopulationen mittels FACS anlysiert.

4.1.9 Turnover-Rate der DCs nach Infektion mit Ye in vivo

Der Einbau von BrdU (Bromodesoxyuridin) in die DNA wahrend des Zellzykluses

kann zur Analyse der Zellproliferation herangezogen werden. Das eingebaute BrdU
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wird nach intrazellularer Farbung durch einen spezifischen Antikérper nachgewiesen
und mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Um zu untersuchen, ob die Infektion mit
Ye einen Einfluss auf die Proliferation der DC-Subpopulationen hat, wurden C57BL/6
Mause zunachst mit Yersinien infiziert und erhielten taglich eine intravenése BrdU-
Injektion. Die Kontrolltiere, welche anstatt Ye eine PBS-Injektion bekommen haben,
erhielten ebenfalls die BrdU-Behandlung (Abb. 39).

. .  Milz
PBS v _‘ % 1mg BrdU i- """ 1.2,3dpi  BrdU+DCs

5x10* Ye taglich Durchflusszytometrie

Abb. 34: Experimentelle Strategie zur Analyse der Proliferationsrate von DC
Subpopulationen

C57BL/6 Mause wurden mit 5 x 10* Ye i.v. infiziert bzw. den Kontrollmausen wurde PBS appliziert.
Anschlielend erhielten die Mause taglich 1 mg BrdU i.v. verabreicht. Nach angegebenen Zeitpunkten
wurden die BrdU"DC-Subpopulationen mittels Durchflusszytometer bestimmt.

Kamath et al. [163] konnte in Experimenten mit unbehandelten Mausen zeigen, dass
CD8a" DCs einen vermehrten Einbau an BrdU als die beiden anderen
Subpopulationen in der Milz aufweisen. Diese Ergebnisse konnten in PBS-
behandelten Mausen reproduziert werden (Abb. 35 und 36). Zwei und drei Tage
nach Infektion mit Ye kam es zu einem signifikanten Anstieg der BrdU'DCs. Bei den
CD8a" DCs stieg der prozentuale Anteil von 25 % auf 30 % (2 dpi) und von 65 % auf
80 % (3 dpi). Einen ahnlichen Verlauf zeigte sich bei den DN DCs. Hier erhdhte sich
der prozentuale Anteil an BrdU" von 20 % auf 25 % (2 dpi) und von 40 % auf 70 %.
Einen deutlich erhéhten Anteil an BrdU konnte jedoch bei den CD4" DCs beobachtet
werden. Etwa 10 % (2 dpi) bzw. 45 % mehr BrdU*CD4" DCs konnte im Vergleich zu
den Kontrollmausen ermittelt werden (Abb. 35 und 36). Das bedeutet, dass eine

Infektion mit Ye zu einer erhohten Proliferationsrate in DCs fiihrt.
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Abb. 35: Durchflusszytometrische Analyse der BrdU*DCs nach Infektion mit Ye
C57BL/6 Mause wurden mit 5 x 10* Ye i.v. infiziert bzw. den Kontrollmausen wurde PBS injiziert und
tagliche i.v. BrdU verabreicht. Die Abb. zeigt die Gating-Strategie und in Prozent die BrdU*DC-
Subpopulationen nach 1 bis 3 dpi.
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Abb. 36: Analyse der Proliferationsrate von DCs nach Infektion mit Ye

C57BL/6 Mause wurden mit Ye i.v. infiziert bzw. wurde PBS injiziert und taglich BrdU i.v. appliziert.
Nach ein bis drei Tagen wurde die Milz enthommen, die Zellen mit Antikbrpern gegen CD11c, CD4,
CD8a und BrdU gefarbt und diese durchflusszytometrisch untersucht. Dargestellt ist der prozentuale
Anteil von BrdU*DC-Subpopulationen. * prasentieren statistisch signifikante Unterschiede.
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4.1.10 Rekrutierung von DC Subpopulationen in die Milz nach Infektion

mit Ye

Um zu analysieren, welche der DC Subpopulationen durch eine Infektion mit Ye in
ihrer Rekrutierung in die Milz gehemmt wird, wurden transgene Mause, die den
Diphterie-Toxinrezeptor unter der Kontrolle des CD11c Promotors exprimieren
(CD11¢c.DOG Mause), verwendet. Dabei fuhrt die intraperitoneale (i.p.) Applikation
von Diphterie-Toxin (DT) in diesen Mausen zur Apoptose von DCs (ca. 90%). Die
einmalige Gabe von DT hat keine toxische Wirkung auf die Maus. Ein Tag nach DT
Gabe wurde den Mausen PBS bzw. 5 x 10* Ye i.v. injiziert (Versuchsaufbau siehe
Abb. 37).

DT i.p.
1d -
\‘_‘ — _‘ M Milz: FACS-Analyse der DC-Subpopulationen

o

PBS
Ye pYV*

Abb. 37: Experimenteller Aufbau zur Analyse der DCs recovery in CD11cDOG Mausen

Vier Tage nach DT Gabe waren alle DC Subpopulation in den Kontrollmausen auf
den Ausgangswert einer unbehandelten Maus ohne DT Behandlung zurickgekehrt.
Die Yersinien-infizierten Mause zeigten ahnliche Zellzahlen an DN DCs, 50 %
weniger CD8a” DCs und keine Zunahme an CD4" DCs im Vergleich zu den
Kontrollmausen (Abb. 38). Diese Daten zeigen, dass entweder die Rekrutierung oder
die Ausreifung der CD4" und CD8a" DCs in die Milz durch Ye beeinflusst wird.
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Abb. 38: Analyse der DC Subpopulationen in CD11cDOG Mause

CD11cDOG Mause wurde einmalige DT i.p. appliziert, um die DCs zu depletieren. Nach 24 h wurden
den Mé&usen PBS oder 5 x 10* Ye i.v. injiziert. Die absolute Zellzahl der DC-Subpopulationen wurde
nach ein bis vier Tagen nach DT -Gabe mittels Durchflusszytometer bestimmt. * prasentieren
statistisch signifikante Unterschiede.

4.1.11 Entwicklung der DCs aus ihren Vorlauferzellen nach Infektion mit
Ye

DC-Subpopulationen entwickeln sich aus den Progenitorzellen MDPs (,macrophages
and DC precursor), CDPs (,common DC precursor‘) und pre-cDCs. Um zu
uberprufen, ob Ye die Rekrutierung der cDCs in die Milz beeinflusst, sollen diese
Vorlauferzellen im Verlauf einer Infektion im Knochenmark (BM), Blut und Milz
analysiert werden. Dafiir wurden C57BL/6 und TRIF” Mause mit Ye i.v. infiziert bzw.
die Kontrollmause mit PBS behandelt. Ein bis drei Tage nach Infektion wurden die
Vorlauferzellen im Knochenmark, Blut und Milz mittels Durchflusszytometrie
analysiert.

Die Bestimmung der Gesamtzellzahl im Femur zeigte in C57BL/6 und TRIF M&usen
eine Abnahme (Abb. 40) im Verlauf der Infektion mit Ye, die mit der Zunahme an
Bakterien im Femur korrelierte (Abb. 39).
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59 Abb. 39: Bakterienmenge im Femur im
Verlauf der Infektion mit Ye

49 C57BL/6 und TRIF" Mause wurden mit Ye i.v.
infiziert und nach ein bis drei Tagen getétet,
3= Femur entnommen, Knochenmark ausgespult
und auf MH-Platten ausplattiert um die Keimzahl
24 T T zu ermitteln. Dargestellt ist die Keimzahl nach 1
dpi (hellgrau), 2 dpi (dunkelgrau) und 3 dpi
(schwarz). Daten sind reprasentativ fur drei
Experimente mit mindest. 3 Mausen pro Gruppe.

log,o CFU / Femur

C57BL/6 TRIF-

39 Abb. 40: Gesamtzellanzahl im Femur im
Verlauf der Infektion mit Ye

C57BL/6 und TRIF" Mause wurden mit Ye i.v.
infiziert und ein bis drei Tage nach
l Infektionsbeginn  getétet, Milz entnommen,
homogenisiert und die Zellzahl bestimmt. Weille
Balken: PBS-behandelt; hellgraue Balken: 1 dpi,
dunkelgraue Balken: 2 dpi, schwarze Balken: 3
dpi. Daten sind reprasentativ fur drei
Experimente mit mindest. 3 Mausen pro Gruppe.
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MDPs/CDPs konnen aufgrund der Expression ihrer spezifischen
Oberflachenmolekile identifiziert werden. Sie sind lin”" (CD3", CD19, Ter119°, NK1.1",
B220, CD11¢, CD11b’), CD135" und CD115". Abb. 46 zeigt exemplarisch die
Gating-Strategie fur diese Vorlauferzellen aus Knochenmarkzellen einer Maus. Im
Vergleich zu den Kontrollmausen reduzieren sich der prozentuale Anteil und die
absolute Zellzahl an MDPs/CDPs in Yersinien-infizierten Mausen um mehr als die
Halfte (Abb. 47). Weiterhin ist zwischen den PBS-behandelten C57BL/6 und TRIF™
Mausen ein signifikanter Unterschied im prozentualen Anteil an MDPs/CDPs zu
beobachten. Die MDPs/CDPs machen einen Anteil von ca. 15 % an
Knochenmarkzellen in den C57BL/6-Mause aus, im Gegensatz dazu liegt dieser
Anteil bei den TRIF-Mause bei ca. 7,5 %.
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Abb. 41: Durchflusszytometrische Charakterisierung der MDPs/CDPs im Knochenmark
Dargestellt ist eine exemplarische Farbung von MDPs/CDPs aus Knochenmarkzellen einer C57BL/6
Maus. Aus den Leukozyten (R2) wurden die lebenden lin-Zellen (R3) bestimmt, aus denen dann
widerum die CD135" und CD115" Zellen ermittelt wurden. Als linienspezifische Marker wurden
folgende Antikdrper verwendet: CD3, CD19, Ter119, NK1.1, B220, CD11¢, CD11b.
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Abb. 42: Analyse der MDPs/CDPs im Knochenmark im Verlauf der Infektion mit Ye
C57BL/6 und TRIF"™ Mause wurden mit Ye i.v. infiziert bzw. wurde PBS injiziert. Nach ein bis drei
Tage wurde ein Femur entnommen, gefarbt mit Antikbrpern gegen CD3, CD19, Ter119, NK1.1, B220,
CD11c, CD11b, (um die lin“Zellen auszuschlieRen), CD135 und CD115. Die lebenden MDPs/CDPs
wurden durchflusszytometrisch ermittelt. Die Diagramme geben die MDPs/CDPs in Prozent (links) und
absoluter Zellzahl (rechts) an. Weilke Balken: PBS; hellgraue Balken: 1 dpi; dunkelgraue Balken: 2 dpi
schwarze Balken: 3 dpi. Daten sind reprasentativ fir drei Experimente mit mindest. 3 Mausen pro
Gruppe. * prasentieren statistisch signifikante Unterschiede bezogen auf die Daten der jeweiligen
PBS-behandelten Kontrollmause.

Durch die abnehmende Anzahl an MDPs/CDPs im Knochenmark im Verlauf der
Infektion mit Ye konnte vermutet werden, dass diese Zellen sich zu den pre-cDCs
differenzieren, um den Nachschub an bendtigten DCs wahrend der Infektion zu

gewahrleisten. Daher wurden die pre-cDCs in der Milz und im Blut nach Infektion mit
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Ye analysiert. Analog zu den MDPs/CDPs besitzen die pre-cDCs charakteristische
Oberflachenmolekulle durch die sie eindeutig identifizierbar sind, d.h. sie sind lin°
(CD3, CD19, Ter119, NK1.17), CD11*, CD43*und CD172™". Um die pre-cDcs in
der Milz und im Blut zu ermitteln, wurden sie mit Antikbrpern gegen CD3, CD19,
Ter119, NK1.1, CD11c, CD45RA, CD43 und CD172 (= Sirpa) gefarbt und
anschlieBend im Durchflusszytometer detektiert. In Abb. 48 ist die Gating-Strategie
fur die Analyse der pre-cDCs in der Milz und im Blut anhand eines exemplarischen

Beispiels an Milzzellen einer PBS-behandelten Maus dargestellt.
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Abb. 43: Durchflusszytometrische Charakterisierung der pre-cDCs in der Milz
Dargestellt ist eine exemplarische Farbung von pre-cDCs von Milzzellen einer C57BL/6-Maus.

In Yersinien-infizierten Mausen konnte im Vergleich zu den Kontrollmausen ein
erhohter prozentualer Anteil an pre-cDCs in der Milz - sowohl in den C57BL/6 als
auch in den TRIF” Mausen - gezeigt werden (Abb. 44 links). Der prozentuale Anteil
in den Kontrollmausen betragt 15 %, 24 h nach Infektion bei ca. 30 %, 48 hund 72 h
nach Infektion bei ca. 40 %. In der Zellzahl konnte eine signifikante Zunahme der
pre-cDCs von C57BL/6 Mausen im Verlauf der Infektion mit Ye beobachtet werden.

Im Kontrast dazu konnten keine deutlichen Unterschiede der Zellzahl an pre-cDCs in
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den mit Ye-infizierten TRIF"-Mausen im Vergleich zu ihren Kontrollmausen
beobachtet werden. Der einzige signifikante Unterschied zwischen den beiden
Mausstammen konnte in der absoluten Anzahl festgestellt werden. In den C57BL/6
Mause kommen in der Milz weniger pre-DCs vor im Vergleich zu den TRIF” Mausen
vor. Eine weitere Differenz zeigte sich zwei Tage nach Infektion. Zu diesem Zeitpunkt
steigt die Anzahl der pre-cDCs um das 10-fache in der Milz der C57BL/6-Mausen an,
bleibt aber bei den TRIF"-Mausen auf dem Wert der Kontrollméuse.
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Abb. 44: Analyse der pre-cDCs in der Milz im Verlauf der Infektion mit Ye

C57BL/6 und TRIF"™ Mause wurden mit Ye i.v. infiziert bzw. wurde PBS injiziert. Nach ein bis drei
Tage wurde die Milz enthommen, gefarbt mit Antikérpern gegen CD3, CD19, Ter119, NK1.1 (um die
lin*Zellen auszuschlieRen), CD11c, CD45RA, CD43 und CD172. Die lebenden pre-cDCs wurden
durchflusszytometrisch ermittelt. Die Diagramme geben die pre-cDcs in Prozent (links) und absoluter
Zellzahl (rechts) an. WeiRe Balken: PBS; hellgraue Balken: 1 dpi; dunkelgraue Balken: 2 dpi schwarze
Balken: 3 dpi. Daten sind reprasentativ fir drei Experimente mit mindest. 3 Mausen pro Gruppe. *
prasentieren statistisch signifikante Unterschiede bezogen auf die Daten der jeweiligen PBS-
behandelten Kontrolimause.

Ausgehend von den Ergebnissen der Analyse der DC-Vorlauferzellen in
Knochenmark und Milz stellte sich die Frage, ob die pre-cDCs sich im Blut anhaufen
und nicht in die Milz migrieren. Daher wurden die pre-cDCs im Blut analysiert. Die
Farbe- und Gating-Strategie zur Analyse im Durchflusszytometer war dieselbe wie
die in der Milz. Der Vergleich des prozentualen Anteils der pre-cDCs im Blut
zwischen PBS-behandelten und mit Ye-infizierten Mausen ergab keinen Unterschied

(Abb. 45, links). Wohingegen die Berechnung der absoluten Zellzal an pre-cDCs im
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Blut eine ausgepragte Abnahme bei den infizierten Mausen (1dpi ~ 0,5 x10%, 2 und
3dpi ~1x10%) im Vergleich zu den Kontrolimausen (~ 5,5 x10*) (Abb. 45, rechts) zeigt.
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Abb. 45: Analyse der pre-cDCs im Blut imVerlauf der Infektion mit Ye

C57BL/6 Mause wurden mit Ye i.v. infiziert bzw. wurde PBS injiziert. Nach ein bis drei Tage wurde die
Milz entnommen, gefarbt mit Antikérpern gegen CD3, CD19, Ter119, NK1.1, (um die lin*Zellen
auszuschlielen), CD11c, CD45RA, CD43 und CD172. Die Ilebenden pre-cDCs wurden
durchflusszytometrisch ermittelt. Die Diagramme geben die pre-cDCs in Prozent (links) und absoluter
Zellzahl (rechts) an. WeilRe Balken: PBS; hellgraue Balken: 1 dpi; dunkelgraue Balken: 2 dpi schwarze
Balken: 3 dpi. * prasentieren statistisch signifikante Unterschiede bezogen auf die Daten der PBS-
behandelten Kontrolimause.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die MDPs/CDPs im Knochenmark
nach einer Infektion mit Ye sowohl in den C57BL/6 als auch bei den TRIF-/- Mausen
abnehmen. Eine Anhaufung der pre-cDCs im Blut kann ausgeschlossen werden, da
diese sich prozentual nicht verandern und die Anzahl der pre-cDCs 24 h nach
Infektion deutlich vermindert sind. In der Milz steigen die pre-cDcs prozentual in
beiden Maustammen signifikant an. Wohingegen die Anzahl der pre-cDcs nur bei
den C57BL/6 Mausen ansteigt. Daraus kann man schlie3en, dass bei einer Infektion
mit Ye die Entwicklung der DC-Vorlauferzellen beeintrachtigt wird.
Interessanterweise deuten die Ergebnisse daraufhin, dass die Differenzierung der
pre-cDCs zu cDCs in der Milz gehemmt wird, da die pre-cDCs in C57BL/6 Mausen
leicht zunehmen, jedoch eine Abnahme an cDCs im Verlauf der Infektion
beobachten. Diese Abnahme der cDCs wurde bei TRIF” Mausen nicht gesehen

(Abb.26), obwohl keine Zunahme der Vorlauferzellen in der Milz ermittelt wurde.
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4.1.12 Produktion von FIt3-Ligand nach Infektion mit Ye

FIt3 (CD135) ist ein wichtiger Membranrezeptor von DCs [164], der essentiell fur die
Regulation der DC-Homoostase in der Milz im steady-state ist. Durch die Bindung
von FIt3 mit FIt3-Ligand (FLT3L = fms-like tyrosine-kinase 3 ligand) wird die Anzahl
der DCs durch die Regulation ihrer Zellteilungen in der Peripherie kontrolliert
[18,165]. Zusatzliche FIt3L Applikation bei Mausen fuhrt zu einer signifikanten
Zunahme an DCs im Blut, in der Milz in den Lymphknoten und in der Lunge [166].
Die Fragestellung dieses Experiments war, ob die Produktion an FIt3L durch die
Infektion mit Ye beeinflusst wird. Daher wurde die Menge an FIt3L im Serum nach ein
bis drei Tage nach Infektion mittels ELISA bestimmt. Da die Infektion mit Ye von
TRIF” Mausen keinen Verlust der DCs aufweist, kdnnte es naheliegen, dass es in
diesen Mausen entweder eine hohere Ausschittung von FIt3L gibt oder die
Ausschuttung nicht durch die Yersinien beeinflussen wird. Es gab signifikante
Unterschiede zwischen Kontroll- und Yersinien-infizierten Mausen. Die Menge an
FIt3L erhohte sich von 1000 pg/ml in Kontrollmausen auf 3500 pg/ml 1 Tag, 3000
pg/ml zwei Tage und 2000 pg/ml drei Tage nach Infektion mit Ye. Bei den TRIF"
Mausen sieht man zwar einen Anstieg, der jedoch nie hoher ist als bei den Wildtyp-
Mausen (Abb. 44). Das bedeutet, dass die Menge von FIt3L keine entscheidende
Rolle auf den DC-Verlust wahrend der Infektion mit Ye besitzt. Vor allem verfligen die
TRIF Mause nicht (iber mehr FIt3L in ihrem Serum trotz der konstanten DC-Anzahl

im Verlauf der Infektion mit Ye.
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Abb. 46: Bestimmung von FIt3L im murinem Serum.

Mittels ELISA wurden die Mengen von FIt3L des Serum in C57BL/6 und TRIF" Mause analysiert
(weilRer Balken: PBS i.v. appliziert; hellgraue Balken: 1 dpi, dunkelgraue Balken: 2 dpi, schwarze
Balken: 3 dpi). Daten sind reprasentativ fur zwei Experimente mit mindest. 5 Mausen pro Gruppe.*
prasentieren statistisch signifikante Unterschiede zu den jeweiligen Kontrollen.
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4.2 Die Rolle von YopP auf die Funktion der DCs in vivo
4.2.1 Einfluss von YopP auf die T-Zell-Proliferation

Nachdem im Projekt ein deutlicher Einfluss von Yersinia enterocolitica auf die T-Zell-
Aktivierung beobachtet wurde (Kapitel 4.1.1), stellt sich die Frage, ob YopP eine
Rolle in der T-Zellaktivierung spielt. Dafiir wurden C57BL/6 Mause mit 5 x 10* Ye
pYV" (Wildtypstamm) und mit der YopP-defizienten Mutante pYV*AyopP i.v. infiziert.
Nach vier Stunden wurden 2 x 10° CFSE-markierte CD4'-T-Zellen aus OVA-
transgenen OT-Il Mause adoptiv transferiert. Ein Tag nach Infektion erfolgte die
Antigenzugabe von Ovalbumin (OVAs23.339) durch i.v. Injektion. Die Analyse der T-
Zell-Proliferation erfolgte 3 Tage nach Infektion mittels Durchflusszytometrie
(experimentelles Schema siehe Abb. 9). Die Gating-Strategie ist in Abb. 10 anhand
einer PBS-behandelten Maus dargestellt. Die Analyse der CFSE-Verteilung zeigte
eine um 20 % erhdhte ,responder frequency” [159,160] bei pYV*AyopP-infizierten
Mausen im Vergleich zu den pYV'-infizierten Mausen (Abb. 47). Das deutet
daraufhin, dass YopP die T-Zellaktivierung hemmt, indem die DCs in |hrer Funktion

beeinflusst werden.
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Abb. 47: T-Zellproliferation nach Infektion mit Ye pYV* und Ye pYV*AyopP in vivo
CFSE-markierte T-Lymphozyten einer OT-Il transgenen Maus wurden in Ye pYV'- und Ye
pYV'AyopP-infizierte C57BL/6 Mause adoptiv transferiert. Ein Tag nach Infektion wurde OVA-Protein
i.v. appliziert und die Proliferation der CD4'T-Zellen nach drei Tagen anhand der CFSE-Verteilung
bestimmt. Das Histogram (links) zeigt die CFSE-Verteilung bei Ye pYV" (schwarze Linie) und Ye
pYV'AyopP-infizierte (gepunktete Linie) C57BL/6-M&use. Das Diagramm (rechts) zeigt die
,respondery frequency” von CD4'T-Zellen von Ye pYV" (Quadrate) und Ye pYV'AyopP (Dreiecke) -
infizierte C57BL/6 Mause. Daten sind exemplarisch aus einem von drei Experimenten mit je 5 Mausen
pro Gruppe dargestellt. * prasentieren statistisch signifikante Unterschiede.
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4.2.2 YopP hemmt die Antigenaufnahme von CD8a’DCs

Durch in vitro Experimente wurde gezeigt, dass YopP die Clathrin-vermittelte
Endozytose durch die Inhibition von MAPKs von DC hemmt [167,168]. Um zu
analysieren, ob YopP ebenfalls an der reduzierten Antigenaufnahme von CD8a*DCs
in vivo beteiligt ist, wurden C57BL/6 Mause mit 5x10* Ye pYV' bzw. mit der Ye
YopP-defizienten Mutante pYV*AyopP i.v. infiziert. Ein bzw. drei Tage nach Infektion,
wurde OVA-Alexa647 und OVA-DQ iv appliziert. Eine Stunde spater wurde die Milz
entnommen und die DCs im Durchflusszytometer analysiert (experimentelles
Schema siehe Abb. 20). In Abb. 48 ist eine exemplarische Farbung der
Antigenaufnahme und -Prozessierung dargestellt. Es zeigte sich kein Unterschied in
der Antigenaufnahme der DC-Subpopulationen zwischen den mit Ye pYV® und Ye
pYV'AyopP infizierten Mausen 24 h nach Infektion (Abb. 48 und Abb. 49). Ebenfalls
konnte keine Differenz in der Antigenaufnahme in CD4'DCs und DN DCs drei Tage
nach Infektion beobachtet werden, wobei die Antigenaufnahme der CD8a*DCs von
Ye pYV'AyopP-infizierten Mausen (~ 30 %) zu diesem Zeitpunkt signifikant hoher
war als die von Ye pYV" (~ 16 %). Um zu untersuchen, ob die Antigenprozessierung
ebenfalls durch YopP beeintrachtigt wird, wurde den Mausen zusatzlich OVA-DQ i.v.
injiziert (Abb. 20) und die OVA-DQ*-DC-Subpopulationen im Durchflusszytometer
analysiert (Abb. 48). Es konnten keine Unterschiede in der Antigenprozessierung der
DC-Subpopulationen in den mit Ye pYV® und Ye pYV'AyopP infizierten Mausen
festgestellt werden (Abb. 50). Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass YopP
die Antigenaufnahme von CD8a’DCs hemmt. Die Beeintrachtigung in der

Antigenaufnahme hat jedoch keinen Effekt auf die Antigenprozessierung.
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Abb. 48: FACS-Analyse der Antigenaufnahme u. -prozessierung nach Infektion mit Ye
YopP- defiziente Mutante in vivo

Die Dot plots zeigen AlexaFluor647" und DQ-OVA" DC Subpopulationen von Ye pYV+- und Ye
pYV'AyopP (YopP) infizierten C57BL/6 Mausen (1 dpi und 3 dpi).
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Abb. 49: Antigenaufnahme der DC-Subpopulationen nach Infektion mit Ye pYV*AyopP
in vivo

Die Graphik zeigt AlexaFluor647°DC Subpopulationen von Ye pYV® (weiRe Balken) und Ye
pYV'AyopP (yopP") infizierten (schwarze Balken) C57BL/6 Mausen nach 1 und 3 dpi. Daten sind

reprasentativ fir zwei Experimente mit 5 Mausen pro Gruppe. * prasentieren statistisch signifikante
Unterschiede zwischen Ye pYV" und Ye pYV AyopP.
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Abb. 50: Antigenprozessierung der DC-Subpopulationen nach Infektion mit Ye
pYV*AyopP in vivo

Die Graphik zeigt den prozentualen Anteil an AlexaFluor647°'DQ™-OVA* Zellen bezogen auf alle
AlexaFluor647*Zellen von Ye pYV" (weile Balken) und Ye pYV'AyopP (schwarze Balken) infizierten

C57BL/6 Mause nach 1 und 3 dpi. Daten sind reprasentativ fiir zwei Experimente mit 5 Mausen pro
Gruppe
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4.2.3 YopP induziert die Maturation und Produktion der Zytokine im

frihen Verlauf der Infektion

Eine weitere Erklarung fur die reduzierte T-Zell-Proliferation kdnnte die Beeinflussung
der Maturation und der Zytokinproduktion der DCs durch Ye sein. Erfurth et al. [136]
konnten in in vitro Experimente nachweisen, dass YopP die DC-Maturation hemmt
und die Ausschuttung von IL-12 und TNF-a unterdrickt. Um den YopP-Effekt auf die
Maturation und Zytokinsekretion in vivo zu ermitteln, wurden C57BL/6 Mause mit mit
5 x 10* Ye pYV* bzw. mit der Ye YopP-defizienten Mutante pYV*AyopP i.v. infiziert.
Ein bzw. drei Tage nach Infektion erfolgte die Analyse der Maturation und der
Zytokinsekretion der DC-Subpopulationen mittels Durchflusszytometer. Bei der
Infektion der Mause mit der Mutante konnten keine Unterschiede in der Expression
von MHC Klasse Il- Molekulen in den DC-Subpopulationen ein bzw. drei Tage nach
Infektion festgestellt werde aulRer bei den DN DCs 24 h nach Infektion im Vergleich
mit den DC-Subpopulationen von Ye pYV" infizierten Mausen (Abb. 51). 24 Stunden
nach Infektion war die Expression von MHC Klasse-ll Molekilen auf DN DCs von
pYV'AyopP infizierten Mausen signifikant geringer. Die Expression von CD80 und
CD86 war 24 h nach Infektion ebenfalls auf allen drei DC-Subpopulationen von Ye
pYV*AyopP-infizierten Mausen signifikant geringer im Gegensatz zu den Ye pYV'-
infizierten Mausen. Drei Tage nach Infektion konnte beobachtet werden, dass die
Expression von CD80 in Ye pYV'AyopP-infizierten Mausen auf den Level der Ye
pYV*-infizierten Mausen vergleichbar war (auf CD4'DCs und DN DCs) bzw. auf
CD8a’DCs signifikant héher war (Abb. 52). Ein &hnliches Ergebnis konnte in der
Expression von CD86 drei Tage nach Infektion gefunden werden, wobei neben den
CD8a’'DCs auch die DN DCs von Ye pYV'AyopP-infizierten Mausen eine
betrachtlichere Expression zeigten. Die Analyse der Zytokinproduktion (IL-12, IL-6
und TNF-a) zeigte signifikante Unterschiede zwischen dem Ye Wildtyp-Stamm und
der YopP-Mutante ein bzw. drei Tage nach Infektion (Abb. 53, Daten von IL6- und IL-
12 nicht gezeigt). Die Produktion von TNF-a durch CD4'DCs war sowohl 24 h als
auch 72 h nach Infektion in Ye pYV*AyopP-infizierten Mausen signifikanter geringer
als in Ye pYV'-infizierte Mause. Bei den CD8a'DCs und DN DCs konnte ebenfalls
eine signifikante schwachere Produktion an TNF-a in Ye pYV'AyopP-infizierten
Mausen im Vergleich mit den Ye pYV'-infizierte M3use, jedoch erst drei Tage nach

Infektion, beobachtet werden. Das deutet darauf hin, dass YopP im frGhen Verlauf
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der Infektion mit Ye die Maturation und die Produktion der Zytokine von Milz-DCs

induziert.
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Abb. 51: Expression der MHC-Klasse lI-Molekiile nach Infektion mit Ye pYV*AyopP
Dargestellt ist die Fluoreszenzintensitat (Mean Fluorescence Intensity = MFI) fir die Expression von
MHC-II auf CD4", CD8a” und DN aus Ye pYV" (weiRe Balken) und Ye pYV*AyopP (schwarze Balken)
infizierten C57BL/6 Mausen nach 1 und 3 dpi. Daten sind aus zwei Experimente mit mindest. 3
Mausen pro Gruppe. * prasentieren statistisch signifikante Unterschiede zwischen Ye pYV' und Ye
pYV'AyopP.
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Abb. 52: Expression der kostimulierenden Molekiile CD80 und CD86 nach Infektion mit
Ye pYV'AyopP

Dargestellt ist die Fluoreszenzintensitat (Mean Fluorescence Intensity = MFI) fir die Expression von
CD80 (rechts) und CD86 (links) auf CD4", CD8a” und DN aus Ye pYV" (weiRe Balken) und Ye
pYV'AyopP-infizierten (schwarze Balken) C57BL/6 Mausen nach 1 und 3 dpi. Daten sind aus zwei

Experimente mit mindest. 3 Mausen pro Gruppe * prasentieren statistisch signifikante Unterschiede
zwischen Ye pYV' und Ye pYV'AyopP.
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Abb. 53: TNF-a-Produktion in Milz-DCs nach Infektion mit Ye pYV*AyopP in vivo

Dargestellt ist das Zytokinprofil von TNF-a der DC-Subpopulationen in der Milz von Ye pYV+-
infizierten (weiRe Balken) und Ye pYV'AyopP-infizierte (schwarze Balken) C57BL/6 Mausen nach 1
und 3 dpi. Daten sind aus zwei Experimenten mit mindest. 3 Mausen pro Gruppe: * prasentieren
statistisch signifikante Unterschiede zwischen Ye pYV" und Ye pYV'AyopP.

4.2.4 Gesamtzellzahl, GroRe und Bakterienmenge in der Milz nach
Infektion mit Ye pYV* und Ye pYV'AyopP

C57BL/6 Mause wurden mit 5 x 10* Bakterien infiziert. Zu angegebenen Zeitpunkten
(1, 2, 3 dpi) wurden das Gewicht, die Gesamtzellzahlen und die Bakterienanzahl in
der Milz ermittelt. Die Analyse der Milz ergab keine Unterschiede im Gewicht, in der
Gesamtzellzahl und Keimanzahl zwischen Ye pYV® und Ye pYV'A yopP infizierten
C57BL/6 Mausen im Verlauf der Infektion (Abb. 54).
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Abb. 54: Analyse der Gesamtzellzahl, Gewicht und Bakterienmenge in der Milz von

C57BL/6 Mausen

C57BL/6 wurden mit Ye pYV™ und Ye pYV'AyopP (YopP) i.v. infiziert und nach eins bis drei Tage
getotet, anschlielend Milzgewicht (oben links), Zellzahl (oben rechts) und Bakterienanzahl (unten
links) bestimmt.

Ebenfalls konnte kein signifikanter Unterschied in den oben genannten Parametern
zwischen C57BL/6 und MyD88" Mausen nach ein und drei dpi beobachtet werden
(Abb. 55). Obwohl die mit der Ye YopP-Mutante infizierten MyD88” Mause 3 Tage
nach Infektion einen sehr schlechten Allgemeinzustand aufwiesen, konnte keine
héhere Bakterienmenge im Vergleich - weder zu den Ye pYV" infizierten Myd88™
Mausen noch zu den infizierten C57BL/6 Mausen - ermittelt werden. Das bedeutet,
dass YopP einen Einfluss auf die Suszeptibilitat hat, bei dem der MyD88-Signalweg
eine Rolle spielt, da die YopP defiziente Mutante verglichen mit dem Wildtypstamm

(Ye pYV?) in vivo nicht attenuiert ist.
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Abb. 55: Analyse der Gesamtzellzahl, Gewicht und Bakterienmenge in der Milz von

C57BL/6 und Myd88” Mausen

C57BL/6 und MyD88"' Mause wurden mit Ye pYV" und Ye pYV'AyopP (YopP") i.v. infiziert und nach
ein und drei Tage getotet, Milzgewicht (oben links), Zellzahl (oben rechts) und Bakterienanzahl (unten
links) bestimmt.
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4.2.5 DC-Subpopulation nach Infektion mit Ye pYV*'AyopP

Um zu untersuchen, ob YopP an der Abnahme der DCs im Verlauf der Infektion in
vivo beteiligt ist, wurde die DC-Anzahl nach Infektion mit der Ye YopP defizienten
Mutante mittels Durchflusszytometer bestimmt und mit den Ergebnissen des
Wildtypstammes (Ye pYV™) verglichen. Die Gating-Strategie ist in Abb. 30 anhand
einer PBS-behandelten Maus dargestellt. Im Vergleich zu den Ye pYV" infizierten
Mausen zeigten die Ye pYV'AYopP infizierten M&use eine signifikant geringere
prozentuale Abnahme an CD4'DCs ein und zwei Tage nach Infektion auf. Ebenfalls
konnte eine signifikant geringere prozentuale Zunahme der DN DCs ein und zwei
Tage nach Infektion beobachtet werden. Drei Tage nach Infektion konnte im
prozentualen Anteil der DC-Subpopulation in der Milz keine Differenz mehr zwischen
Mausen mit Infektion mit Ye Wildtypstamm und YopP defizienten Mutante ermittelt
werden (Abb. 56 oben). Eine signifikant geringere absolute Zellzahl der DC
Subpopulationen prasentierte sich ein Tag nach Infektion, die sich jedoch im

weiteren Verlauf nicht mehr nachweisen liel3 (Abb. 56 unten).
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Abb. 56: Analyse der DC Subpopulation nach Infektion mit Ye pYV* und Ye pYV'AYopP
Mause wurden mit Ye pYV" (+)und Ye pYV'AYopP (-) i.v. infiziert. Nach ein bis drei Tage wurde die
Milz entnommen, die Zellen gefarbt mit Antikdrpern gegen CD11¢c, CD4, CD8a, die toten Zellen mittels
7-AAD ausgeschlossen und die Anzahl der DC-Subpopulationen durchflusszytometrisch ermittelt. Der
prozentuale Anteil (oben) und die absolute Zellzahl (unten) der DC-Subpopulationen in der Milz sind
dargestellt. 1 dpi (hellgraue Balken), 2 dpi (dunkelgraue Balken), 3 dpi (schwarze Balken). Daten sind
aus vier Experimenten mit mindest. 3 Mausen pro Gruppe * prasentieren statistisch signifikante
Unterschiede zwischen Ye pYV™ und Ye pYV*AYopP.
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Die Analyse von DC-Subpopulationen aus MyD88" Mausen drei Tage nach Infektion
mit dem Ye Wildtypstamm und mit der Ye YopP defizienten Mutanten ist in Abb. 57
dargestellt. Es wurden keine Unterschiede der DC Subpopulationen von Ye pYV’
und Ye pYV*AYopP infizierten Wildtyp-Mausen nach drei Tagen beobachtet (Abb. 56
und Abb. 57). Im Gegensatz dazu konnten signifikante Unterschiede bei gleichen
Konditionen in MyD88" Mausen gefunden werden. Im Vergleich zu den Ye pYV*
infizierten MyD88” Mausen zeigten die Ye pYV*AYopP infizierten MyD88" Mause
einen signifikant geringeren prozentualen Anteil an CD4'DCs und CD8a" drei Tage
nach Infektion auf. Die DN DCs wiesen eine signfikante Zunahme in Ye pYV*AYopP
infizierten MyD88" Mause (ca. 88%) auf im Vergleich zu den Ye pYV" infizierten
MyD88” Mausen (ca. 60 %). Diese Unterschiede werden jedoch nicht durch die
absolute Zellzahl-Analyse bestatigt (Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass YopP den Verlust der CD4'DCs
und CD8'DCs und die Zunahme der DN DCs 24 h nach Infektion unwesentlich
beeinflusst. Dieser Einfluss war jedoch ab dem 2. Tag nach Infektion nicht mehr zu
sehen. Eine wichtige Rolle kommt hierbei dem MyD88-Signalweg zu, da der Verlust
der CD4'DCs und der CD8a’DCs héher war, wenn dieser ausgeschaltet war und
YopP fehlte. Zugleich konnte dabei eine extreme Zunahme der DN DC beobachtet

werden.
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Abb. 57: Analyse der DC Subpopulation nach Infektion mit Ye pYV* und Ye pYV*AYopP
in C57BL/6 und Myd88" Miuse

C57BL/6 (WT) und Myd88'/' Mause wurden mit Ye pYV" (graue Balken)und Ye pYV'AYopP (schwarze
Balken) i.v. infiziert bzw. den Kontrollmdusen wurde PBS i.v. injiziert (weilRe Balken). Nach 3 Tagen
wurde die Milz entnommen, die Zellen gefarbt mit Antikérpern gegen CD11c, CD4, CD8a, die toten
Zellen mittels 7-AAD ausgeschlossen und die Anzahl der DC-Subpopulationen durchflusszytometrisch
ermittelt. Der prozentuale Anteil der DC-Subpopulationen in der Milz ist dargestellt. Daten sind aus
drei Experimenten mit mindest. 3 Mausen pro Gruppe * prasentieren statistisch signifikante
Unterschiede zwischen Ye pYV" und der Ye YopP defizienten Mutante.

4.2.6 Nekrose und Apoptose nach Infektion mit Ye pYV'AyopP in vivo

In vitro Experimente zeigten, dass die durch YopP vermittelte Blockierung der NF-kB-
und MAPK-anhangigen Signalskaskade zur Apoptose in Makrophagen und DCs fuhrt
[136,140,169,170]. Um herauszufinden, ob YopP Zelltod durch Apoptose in vivo
induziert, wurden C57BL/6 Mause mit Ye pYV' und Ye pYV'AyopP i.v. infiziert und
zu angegebenen Zeitpunkten die toten bzw. apoptotischen DCs aus der Milz durch 7-
AAD und die Fluoreszenzmarkierung von aktivierter Caspase 3/7 im
Durchflusszytometer bestimmt. Zusatzlich wurde der DC-Zelltod in der Milz von
MyD88™ Mausen nach Infektion mit der Ye YopP defizienten Mutanten analysiert, da
aus der Literatur bekannt ist, dass der Zelltod von Makrophagen durch YopP uber
den TLR4 / Myd88-Signalweg vermittelt wird [129].



89

Abb. 58 zeigt die Ergebnisse der Analyse des Zelltodes der DC-Subpopulationen
nach Infektion mit dem Ye Wildtypstamm und der YopP defizienten Mutante in
C57BL/6 Mausen. Nach 24 h und 48 h waren keine Unterschiede im prozentualen
Zelltodanteil aller drei DC-Subpopulationen zu erkennen. Der prozentuale Anteil an
7-AAD'CD4'DCs war um ~ 15 % geringer drei Tage nach Infektion in Ye
pYV*AyopP-infizierten Mausen verglichen mit denen aus Ye pYV" infizierten Mausen.
Die absolute Zellzahl an 7-AAD'CD4'DCs war ebenfalls niedriger in den Ye
pYV*AyopP-infizierten Mausen (nur ~0,5 x 10° statt ~1,25 x 10° 7-AAD*CD4*DCs)
nach drei Tagen. Der prozentuale Vergleich der 7-AAD'DN DCs aus Ye pYV* und Ye
pYV*AyopP-infizierten Mausen zeigte signifikante Unterschiede drei Tage nach
Infektion. Hier wurden ~ 10 % weniger tote DN DCs in Ye pYV' AyopP-infizierten
Mausen im Vergleich mit Ye pYV" infizierten Mause gefunden. Die Berechnung der
absoluten Zellzahl DN DCs ergab an Tag 2 (~ 0,5 x 10° statt ~1,25 x 10°) und an Tag
3 (~0,5 x 10° statt ~1 x 10°) weniger tote Zellen. Bei den 7-AAD*CD8a*DCs gab es
weder im prozentualen Anteil noch in der absoluten Zellzahl Unterschiede. Das
bedeutet, dass YopP drei Tage nach Infektion den Zelltod (Nekrose) von CD4'DCs
und DN DCs induziert.
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Abb. 58: Untersuchung des Zelltodverhaltens nach Infektion von C57BL/6 DC-

Subpopulationen mit Ye pYV+AYopP

C57BL/6 Mause wurden mit Ye pYV™ (+) bzw. mit Ye pYV'AYopP (-) i.v. infiziert. Nach 24 h bis drei
Tagen wurde die Milz entnommen, gefarbt mit Antikérpern gegen CD11c, CD4, CD8a und der Zelltod
durch 7-AAD-Farbung durchflusszytometrisch ermittelt. Dargestellt ist der prozentuale Anteil (oben)
und die absolute Zellzahl (unten) des Zelltodes von DC-Subpopulationen in der Milz. Daten sind aus
vier Experimenten mit mindest. 3 Mausen pro Gruppe * prasentieren statistisch signifikante

Unterschiede zwischen Ye pYV+ und Ye pYV+AYopP.
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Abb. 59 =zeigt die Ergebnisse aus dem Vergleich des Zelltodes der DC-
Subpopulationen nach Infektion mit dem Ye Wildtypstamm und der YopP defizienten
Mutante drei Tage nach Infektion in C57BL/6 und MyD88" Mausen. Im Vergleich mit
pYV* infizierten MyD88” Mausen verdoppelte sich der Anteil der 7-AAD'DN DCs in
Ye pYV'AyopP-infizierten Mausen. Die Berechnung der absoluten Zellzahl an DN
DCs ergab signifikant mehr tote Zellen (~ 1,25 x 10° statt ~0,4 x 10°). Eine weitere
signifikante Zunahme konnte in der Anzahl an 7-AAD*CD4'DCs in Ye pYV'AyopP-
infizierten MyD88” Mausen verglichen mit Ye pYV infizierten MyD88" Mausen
beobachtet werden. Bei den 7-AAD*CD8a*DCs aus MyD88” Mause gab es weder
im prozentualen Anteil noch in der absoluten Zellzahl Unterschiede im Vergleich mit
den Ye pYV' infizierten M&usen. Zusammenfassend wurde gezeigt, dass YopP
Zelltod von CD4+DCs und DN DCs induziert. Dieser ist bei den CD4*DCs MyD88™"
abhangig. Interessanterweise nimmt der Zelltod von CD4+DCs und DN DCs bei
Fehlen von YopP und des MyD88-Signalweges zu. Das deutet daraufhin, dass ein
oder mehrere Pathogenitatsfaktoren den Zelltod unabhangig vom MyD88-Signalweg

induzieren konnen.
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Abb. 59: Untersuchung des Zelltodverhaltens nach Infektion von C57BL/6 und MyD88™-
DC-Subpopulationen mit Ye pYV+AYopP

Mé&use wurden mit Ye pYV" (+) oder mit Ye pYV'AYopP (-) i.v. infiziert bzw. wurde PBS injiziert. Nach
drei Tagen wurde die Milz entnommen, gefarbt mit Antikdrpern gegen CD11c, CD4, CD8a und der
Zelltod durch 7-AAD-Farbung durchflusszytometrisch ermittelt. Dargestellt ist der prozentuale Anteil
(oben) und die absolute Zellzahl (unten) am Zelltod von DC-Subpopulationen in der Milz von C57BL/6
und MyD88"' Mausen. Daten sind aus drei Experimenten mit mindest. 3 Mausen pro Gruppe *
prasentieren statistisch signifikante Unterschiede zwischen Ye pYV' und der Ye YopP defizienten
Mutante.
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Nachdem gezeigt wurde, dass YopP den Zelltod (Nekrose) in vivo beeinflusst, sollte
untersucht werden, ob YopP Apoptose in DCs in vivo induziert. In Abb. 60 ist das
Ergebnis des prozentualen Anteil und der absoluten Zellzahl an apoptotische DC-
Subpopulationen gezeigt. Im prozentualen Anteil der Caspase3/7°CD4" und
Caspase3/7'CD8a’DCs in der Milz zwischen Ye pYV™* und Ye pYV'YopP" infizierten
Mausen 24 nach Infektion konnten keine Unterschiede beobachtet werden.
Wohingegen der Anteil der Caspase3/7'DN DCs um 10 % abnimmt in den Ye
pYV'YopP" infizierten M3usen verglichen mit den Ye pYV" infizierten M&usen. Der
signifikante Unterschied der Caspase3/7"DN DCs in der Milz zwischen Ye pYV® und
Ye pYV'YopP™ infizierten M&usen konnte drei Tage nach Infektion nicht mehr
ermittelt werden. Der Anteil an Caspase3/7°'CD4'DCs und Caspase3/7°CD8a’DCs
nimmt drei Tage nach Infektion mit Ye pYV'YopP" infizierten Mausen (ca. 15 % und
ca. 8 %) signifikant ab im Vergleich mit den Ye pYV" infizierten Mausen (ca. 28 %
und ca. 12 %). Die Analyse der Zellzahl zeigte eine Abnahme der Caspase3/7 DN
DCs in Ye pYV'YopP" infizierten Mausen (ca. 1,2 x 105) im Vergleich mit den Ye
pYV+ infizierten Méusen (ca. 2,5 x 10°) 24 h nach Infektion. Ebenso konnte eine
signfikante Abnahme der Zellzahl an Caspase3/7°CD8a*DCs in der Milz von Ye
pYV'YopP" infizierten Mausen verglichen mit den Ye pYV' infizierte Mause
beobachtet werden. Insgesamt konnte gezeigt werden, dass im Verlauf der Infektion

YopP fur die Apoptose in den DC Subpopulationen mitverantwortlich ist.
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Abb. 60: Untersuchung des Apoptoseverhaltens nach Infektion von C57BL/6 DC-
Subpopulationen mit Ye pYV*AYopP in vivo

C57BL/6 Mause wurden mit 5 x 10* Ye pYV" (+) oder Ye pYV*AyopP (-) i.v. infiziert. Nach 24 h (graue
Balken) bzw. drei Tage (schwarze Balken) wurde die Milz entnommen, gefarbt mit Antikérpern gegen
CD11c, CD4, CD8a wund der Anteil der Apoptose mittels Caspase3/7-Markierung
durchflusszytometrisch bestimmt. Um die nekrotischen Zellen auszuschlielen, wurde mit 7-AAD
gefarbt. Die Graphiken zeigen den prozentualen Anteil (oben) und die absolute Zellzahl (unten) der
jeweiligen Caspase3/7'DC-Subpopulation im Verlauf der Infektion mit Ye. Daten sind aus zwei
Experimenten mit mindest. 3 Mausen pro Gruppe * prasentieren statistisch signifikante Unterschiede
zwischen Ye pYV" und der Ye YopP defizienten Mutante.
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5 Diskussion

Zur Auslosung einer spezifischen Immunantwort gegen Bakterien sind DCs als
Vermittler zwischen angeborener und erworbener Immunitat von wesentlicher
Bedeutung. Deshalb ist die Aufklarung der exakten Rolle der DC Subtypen in der
Immunantwort bei Infektionsprozessen wichtig. Yersinia enterocolitica diente in
dieser Arbeit als Modellorganismus zur Aufklarung von bakteriellen Interaktionen mit
Dendritischen Zellen. Ye hemmt das angeborene Immunsystem, indem die Bakterien
die Phagozytose von Neutrophilen und die Lyse des Komplementsystems hemmen
(Abb. 7). Deshalb spielen vor allem die T-Zellen des adaptiven Immunsystems eine
essentielle Rolle, da sie durch IFN-y Produktion Makrophagen aktivieren, die

letztendlich die Ye eliminieren.

5.1 Ye beeinflusst die Funktion und Entwicklung der DC-

Subpopulation in vivo
5.1.1 Ye beeinflusst die Funktion der DC Subpopulationen

Wie oben erwahnt ist fur eine effiziente Bekampfung einer Infektion mit Ye das
adaptive Immunssystem notwendig; vor allem ist die Aktivierung von T-Zellen
essentiell. Da die Aktivierung naiver T-Zellen durch DCs erfolgt, konnten DCs bei
einer Infektion mit Ye eine entscheidende Rolle fir den Schweregrad der Infektion
zuteil kommen. In vitro Analysen ergaben, dass Ye die Aktivierung der CD4T-Zellen
durch DCs vollkommen verhindern [136]. Dieser Funktionsverlust ist die Folge der
Beeintrachtigung der Antigenaufnahme, Antigenprozessierung, DC-Maturation,
Zytokinproduktion und des erhdhten Zelltod- bzw. Apoptoseverhalten der DCs
wahrend der Infektion mit Ye. Die Infektion mit Ye ist jedoch im Allgemeinen eine
selbstlimitierende Erkrankung [76]. Daher sollte in dieser Arbeit, die Funktionen der
DCs in vivo analysiert werden, um zu erfahren, ob die DCs fahig sind, die T-Zellen zu
aktivieren und in wieweit die Funktion der DCs durch eine Infektion mit Ye

beeintrachtigt wird.

Von den CD8a’DCs ist bekannt, dass sie Antigene den CD4"- und CD8'T-Zellen
prasentieren, wohingegen die beiden anderen DC-Subpopulationen Antigene nur

den CD4'T-Zellen prasentieren kdnnen [211]. Somit spielen CD8a*DCs eine wichtige
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Rolle bei der Antigenprasentation und beim T-Zell-Priming bei viralen Infektionen und
Infektionen mit intrazellularen Pathogenen, wie z.B. Listeria monocytogenes
[171,172], Salmonella typhimurium [5] und Toxoplasma gondii [173]. Die Rolle in der
Immunabwehr von extrazellularen Pathogenen in vivo ist bisher noch nicht
vollstandig aufgeklart. Daher war der erste Schritt in dieser Arbeit die T-
Zellaktivierung durch die DC-Subpopulationen in vivo zu analysieren. Die Analyse
der T-Zellproliferation zeigt eine reduzierte Aktivierung nach Infektion mit Yersinien.
Es kam zwar nicht zur vollstandigen Hemmung der T-Zellproliferation wie Daten von
in vitro Untersuchungen gezeigt haben [136], jedoch konnte ein deutlicher Effekt auf
die DCs durch Ye gefunden werden. Welche DC Subpopulation fur die reduzierte T-
Zellaktivierung verantwortlich ist, sollte in der weiteren Analyse ermittelt werden.
Dafur wurden gesortete DCs aus PBS-behandelten und Yersinien-infizierten Mausen
mit CFSE-CD4'T-Zellen in Gegenwart von OVA-Protein kokultiviert. Vor allem die
CD8a’DCs aus Yersinien-infizierten M&ausen wurden bei der T-Zellaktivirung
beeintrachtigt, wohingegen die CD4" DCs und DN DCs keine Hemmung aufwiesen.
Der Einsatz von OVA-Peptid statt OVA-Protein zeigte keine Hemmung in der T-
Zellproliferation durch Ye in allen drei DC-Subpopulationen. Dies deutet darauf hin,
dass die Antigenaufnahme und Antigenprozessierung durch Yersinien beeintrachtig
wird. Cheminay et al [209] und Bueno et al [210] zeigten, dass die Hemmung der
Antigenprozessierung bzw. die Antigenpresentation der DCs nach einer Infektion mit

Salmonella enterica serovar Typhimurium zu einer Abnahme der T-Zell-Antwort flhrt.

Die Hemmung der Antigenaufnahme bzw. Antigenprozessierung durch DCs koénnte
auch die Ursache fur die reduzierte T-Zellaktivierung bei einer Infektion mit Ye sein.
Wie bereits in der Einleitung beschrieben, nehmen DCs im unreifen Zustand durch
Makropinozytose, Phagozytose oder rezeptorvermittelte Endozytose Antigene auf
[174]. Es ist bekannt, dass die CD8a’DCs am effektivsten Antigene aufnehmen [56].
Um den Einfluss auf die Antigenaufnahme und -prozessierung durch Yersinien zu
analysieren, wurde den Mausen ein und drei Tage nach Infektion mit Ye OVA-
Alexa647 und OVA-DQ intravends appliziert. Die Analyse der Antigenaufnahme und -
prozessierung ergab, dass es signifikant weniger OVA-Alexa647"CD8a’DCs sowie
OVA-AlexaFluor647"OVA-DQ'CD8a*DCs in Yersinien-infizierte Mause im Vergleich
zu den Kontrollmdusen gibt. CD4'DCs und DN DCs nehmen dagegen mehr Antigen
auf im Verlauf der Infektion. Das bedeutet, das hauptsachlich die Antigenaufnahme
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und Antigenprozessierung der CD8a’DCs durch eine Infektion mit Ye in vivo

beeintrachtigt wird.

DCs kommen im Organismus in verschiedenen Reifegraden vor, welches durch ihre
Funktionen als Immunzellen bedingt ist. Nach der Antigenaufnahme werden die DCs
aktiviert und durchlaufen den Prozess der Maturation [175]. Die Maturation ist
assoziiert mit einer schnellen Migration der Antigen-beladenen DCs in die T-Zell-
reichen Zonen der sekundaren lymphatischen Organe. Aullerdem fOrdert die
Maturation der DCs die Expression von MHC-II-Molekulen und der kostimulierenden
Moleklle wie, CD80 und CD86, welche an CD28 und CTLA-4 von T-Zellen binden.
Diese Veranderungen fuhren zu einer erhdhten Kapazitat der DCs T-Zellen zu
aktivieren [2,175]. Die Maturation der DCs hangt im Wesentlichen von verschiedenen
Faktoren bzw. Stimuli wie z.B. Zytokine (GM-CSF), Viren und Bakterien ab, die bei
einer Entzindung oder durch Zelltod entstehen. Autenrieth et al. konnten zeigen,
dass die Expression der Maturationsmarker MHC-Il, CD80 und CD86 einen Tag nach
Infektion mit Ye auf allen DC-Subpopulationen ansteigt, wohingegen an Tag drei
nach Infektion die Expression ahnlich den Kontrollmausen war [104]. Dies weist
darauf hin, dass Ye die Maturation der DCs 24 h nach Infektion induziert,
anschliellend jedoch hemmt oder neue DCs in die Milz migrieren, die noch nicht
maturiert sind. Untersuchungen mit Salmonellen-infizierten Mausen zeigten, dass die
Expression von CD86 und CD40 auf CD8a'DCs ansteigt, jedoch nicht von CD80. Im
Kontrast zu CD40 nimmt die Expression der kostimulierenden Molekulen CD80 und
CD86 bei CD4'DCs und DN DCs auBerordentlich zu [184]. Das bedeutet, dass
verschiedene bakterielle Stimuli die Maturation in vivo unterschiedlich beeinflussen

konnen.

Ein weiterer Mechanismus, um die T-Zell-Aktivierung zu verhindern und die
Differenzierung von CD4'T-Zellen in Th1- oder Th2-Zellen zu beeinflussen, ist die
Hemmung der Zytokinproduktion von CD8a’DCs und CD8a'DCs im Verlauf der
Infektion [41,176]. DCs kdénnen selbst eine Vielfalt an Zytokinen sekretieren. Zu den
wichtigsten Zytokinen gehoren TNF-a, IL-6 und IL-12 bei Entzindungsreaktionen
[177]. Zu einem erhohten TNF-a-Spiegel im Serum kommt es nach einer Stimulation
mit Bakterien oder bakteriellen Moleklilen wie z.B. LPS, die zu Apoptose,
Zellproliferation und Sekretion von weiteren Zytokinen durch andere Immunzellen

fuhren. IL-6 ist beteiligt an der Akutphase-Reaktion, Immunabwehr bei Entziindungen
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[178] und Differenzierung der T-Zellantwort [179]. Das Zytokin IL-12 besitzt einen
bedeutenden Th1-polarisierenden Einfluss und induziert in T-Zellen die Produktion
von |IFN-y [180]. Dies kann z.B. bei einer Infektion mit Ye zur Aktivierung der
Makrophagen fuhren, die Yersinien toten. Zytokinanalysen in vitro zeigten jedoch
eine Hemmung in der Produktion von TNF-a, IL-6, IL-12 von DCs durch Ye [136].
Infolgedessen wurde in Yersinien-infizierten Mausen die Produktion der
proinflammatorischen Zytokine (TNF-a, IL-6, IL-12) durch die DCs in vivo von
Autenrieth et al. untersucht [104]. Einen Tag nach Infektion wurde eine erhdhte
Zytokinsekretion durch CD4'DCs und DN DCs im Vergleich zu den Kontrollmausen
gemessen. Dagegen zeigten die CD8a’DCs eine Abnahme an den oben genannten
Zytokine, aus der sich eine Beteiligung an der reduzierten T-Zellaktivierung wahrend
einer Infektion mit Ye ableiten ladt. Die hochste Produktion von IL-12 zeigten unter
den DC-Subpopulationen die CD8a"DCs wobei verschiedene Stimuli diese andern
kébnnen. Escherichia coli LPS induziert IL-12 Produktion durch CD8a’DCs,
wahrscheinlich durch TLR4, wobei Porphyromonas gingivalis LPS das Gegenteil
bewirkt. Die Produktion von IL-6 und TNF-a durch DCs wird dagegen von LPS beider
Bakterienstamme geférdert [181]. Einen weiteren Unterschied in der
Zytokinproduktion von DCs konnten Huang et al. [182] finden. Die IL-12 Produktion
war nach Behandlung mit hitzegetoteter Brucella abortus bei CD8a'DCs im Vergleich
zu CD8a’DCs hdher. McKee et al. [183] konnten zeigen, dass unreife DCs durch
eine Infektion mit 7. gondii in ihrer Funktion gestort und unfahig werden, IL-12 und
TNF-a zu sekretieren und CD4'T-Zellen zu aktivieren. Das bedeutet, dass die
Sekretion von Zytokinen durch die DC-Subpopulationen unterschiedlich moduliert

werden kann und dies abhangig vom mikrobiellen Stimulus ist.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die reduzierte T-Zellproliferation nach
einer Infektion mit Ye im Mausmodell durch die Beeintrachtigungen bzw.
Modulationen von entscheidenden Funktionen der DCs verursacht werden kann
(Abb. 61). Dabei hemmen die Yersinien vor allem die Antigenaufnahme,
Antigenprozessierung und Zytokinproduktion der CD8a*DCs, um der Eliminierung

durch die adaptive Immunantwort zu entgehen.
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Abb. 61: Hemmung der Funktionen der DC Subpopulationen nach Infektion mit Ye in
vivo

5.1.6 Ye beeinflusst die Entwicklung der DC Subpopulationen

Sundquist et al. [184] zeigten, dass bei einer Infektion von Mausen mit S.
typhimurium die Zellzahl von DC-Subpopulationen extrem zunimmt. Um zu
analysieren, ob sich die Zellzahl oder die Zusammensetzung der DC-
Subpopulationen nach einer Infektion mit Ye verandert, wurden Mause infiziert und
die DC-Subpopulationen mittel Durchflusszytometrie bestimmt. Interessanterweise
zeigte jedoch die Analyse der Zellzahl eine deutliche Abnahme der CD4'DCs und
CD8a’DCs, wohingegen die DN DCs eine Zunahme in der Zellzahl im Verlauf der
Infektion mit Ye aufweisen. Dieser Effekt ist in TLR274” und TRIF" Mausen nicht zu
ermitteln. Daraus kann man schlie3en, dass Ye unterschiedliche Effekte auf die DC-
Subpopulationen in der Milz in vivo besitzt und der Verlust abhangig vom TLR4-TRIF
Signalweg ist. Durch die intravendse Applikation von hitze-inaktivierten Yersinien im
Mausmodell konnte hier gezeigt werden, dass der Verlust der DCs kein Effekt durch
bakterielles LPS von Ye ist. Die Interaktion vitaler Erreger mit den DCs wird bendétigt,
damit es zu diesem DC-Verlust kommt. Bei Infektionen mit E. coli wurde ebenfalls
eine Abnahme der CD4'DCs und CD8a’DCs gefunden, die durch Zelltod erklart
werden konnte, der ebenfalls von TLR4 und dem TRIF-Signalweg abhangig ist [141].
Auch Grébner et al. [128,129] konnten zeigen, dass Ye programmierten Zelltod

(Apoptose) und nekrotischen Zelltod von DCs induziert, allerdings in in vitro
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Experimenten. Daher wurden in dieser Arbeit der Zelltod und die Apoptose der DC-
Subpopulation im Verlauf der Infektionen mit Ye analysiert. Es konnte eine
signifikante Zunahme des Zelltodes bei allen drei Subpopulationen prozentual
festgestellt werden, vor allem drei Tage nach Infektion. Im Gegensatz dazu konnte
dieses Ergebniss nicht durch die absolute Zellzahl bestatigt werden. Hier nahm die
Zellzahl an toten CD4'DCs und CD8a*DCs zwei Tage nach Infektion sogar ab. Im
Kontrast dazu stieg die Anzahl der toten DN DCs im Verlauf der Infektion an.
Interessanterweise konnte im Vergleich in den MyD88"' Mausen kein prozuentaler
Anstieg des Zelltodes in allen drei Subpopulationen drei Tage nach Infektion
festgestellt werden. Aus der Literatur ist bekannt, dass Salmonella typhimurium bei
oraler Infektion hauptsachlich den Zelltod von CD8a’DCs uber den MyD88 und
TNFR1 Signalweg induziert, wohingegen dieser Effekt nicht in den beiden anderen
DC Subpopulationen induziert wird [143]. Die Untersuchungen der Apoptose im
Verlauf einer Infektion mit Ye ergaben einen prozentualen Anstieg an apoptotischen
CD4'DCs einen und drei Tage nach Infektion. Ebenfalls konnte eine Zunahme an
apoptotischen CD8a"DCs und DN DCs einen Tag nach Infektion ermittelt werden.
Insgesamt steigt die Anzahl der toten bzw. apoptotischen CD4'DCs und CD8a’DCs
zwar im Verlauf der Infektion leicht an, kann jedoch den extremen Verlust der beiden
DC Subpopulationen bei der Infektion nicht erklaren. Somit stellte sich die Frage,
wodurch die Yersinien die Anzahl der DC Subpopulationen modulieren kénnen, wenn
weder Apoptose noch Nekrose hauptsachlich verantwortlich gemacht werden
kénnen. Durch die Zunahme von CD11c¢™® Zellen im Verlauf der Infektion [Daten
bisher unverdéffentlicht] ist es naheliegend, dass hinter dem Verlust der CD4'DCs und
CD8a’DCs eine Downregulation der Oberflaichenmolekile CD4 und CD8 zu
vermuten ist. Um dies zu untersuchen wurden Milz-DCs mit den Yersinien in vitro
kultiviert und die DCs anschlielend im Durchflusszytometer analysiert. Es konnte
keine Veranderung in der Anzahl der DCs ermittelt werden. Daher kann der Grund
fur den extremen Verlust auch nicht bei der Downregulation der Oberflachenmarker
der DCs liegen. Weitere Ursachen fur den Verlust der DCs koénnten durch
Beeitrachtigungen des Turnovers der DCs, in der Rekrutierung und Entwicklung der
DC-Progenitorzellen wahrend einer Infektion mit Ye liegen. Um zu analysieren, ob
sich der Turnover der DC Subpopulationen wahrend der Infektion mit Ye verandert
bzw. sich die DCs schneller oder langsamer teilen, wurde den Mausen nach der

Infektion der Proliferationmarker BrdU taglich intravends verabreicht. Den
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Kontrollmausen wurde PBS statt Ye appliziert. Der Einbau des Thymidinanalogs in
die DNS der DC Subpopulationen wurde mittels Durchflusszytometer bestimmt. Im
steady state betragt die Halbwertszeit der CD8a’DCs in der Milz 1,5 Tage, die der
CD8a’DCs 3 Tage. Die CD8a"DCs werden nach drei Tagen durch neue CD8a*DCs
ersetzt, wohingegen die CD8a'DCs einen langsameren Turnover aufweisen [163].
Die BrdU-Einbauraten und somit der Turnover der DC-Subpopulationen nahmen im
Verlauf der Infektion mit Yersinien zu, vor allem die CD4'DCs zeigten eine sehr hohe
BrdU-Einbaurate drei Tage nach Infektion. Kamath et al. beobachteten nach
Applikation von LPS in vivo eine Verkurzung der Halbwertszeit aller DCs in der Milz.
Durch die gleichzeitige Abnahme der CD4'DCs nach LPS Applikationen, wurde
vermutet, dass LPS Zelltod in CD4'DCs induziert [185]. Die Anzahl der toten DCs
nimmt bei einer Infektion mit Ye leicht zu, aber erklart allein nicht den extremen
Verlust der DCs in vivo. Die leicht erhdhte Zelltodrate der CD4'DCs kann zum Teil
durch die Zunahme der Proliferationsrate aufgrund der Infektion mit Ye erklart
werden. Es stellte sich somit die Frage, ob eine Infektion mit Yersinien die
Rekrutierung oder Ausreifung der DC-Subpopulationen hemmt, wenn die
Proliferation wahrend der Infektion erhdht ist, aber die DCs dennoch extrem
abnehmen. Fur diese Fragestellung wurden transgene CD11c.DOG Mause
verwendet, bei denen der Diphterie-Toxinrezeptor unter der Kontrolle des CD11c
Promoters exprimiert wird [158]. Durch die einmalige intraperitoneale Applikation von
Diphterie-Toxin sterben die DCs durch Apoptose. Alle drei DC-Subpopulationen von
Kontrollmausen sind vier Tage nach Diphterie-Toxin Applikation in der Milz wieder
auf ihrem Ausgangswert. CD4*'DCs bzw. CD8a’DCs zeigen jedoch im Verlauf der
Infektion mit Ye eine beeintrachtigte bzw. verzégerte Rekrutierung in die Milz. Durch
die Zunahme des Turnovers der DC-Subpopulationen und der Hemmung der
Homeostase der CD4'DCs und CD8a"Dcs im Verlauf einer Infektion mit DCs kommt
es zu dem Verlust dieser DC-Subpopulationen. Diese Aussage wird durch die
zunehmende Anzahl der DN DCs nach Infektion mit Ye verstarkt. Der Turnover der
DN DCs nimmt zu, und die DN DCs rekrutieren ohne Hemmung durch Ye in die Milz.
Das deutet daraufhin, dass die beiden DC-Subpopulationen bzw. die DC-
Vorlauferzellen durch Ye gehemmt werden und somit neue CD4'DCs und
CD8a’DCs die Milz nicht erreichen. In den letzten Jahren wurde vermehrt am
Ursprung und an der Entwicklung der DCs geforscht. Wobei dies bisher nur im

steady state untersucht wurde und nicht bei Infektionen. Wie in Kapitel 1.1.3
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beschrieben, stammen DCs von den Hamatopoetischen Stammzellen (HSC) im
Knochenmark ab, aus denen die ,macrophages and DCs precursor® (MDPs)
hervorgehen. Diese differenzieren sich zu den Monozyten und zu den ,common DC
precursor (CDPs). CDPs entwickeln sich zu pre-cDCs, die aus dem Knochenmark
ins Blut migrieren, dort zirkulieren und in die lymphatischen Gewebe einwanden, um
sich zu cDCs zu differenzieren [7,10-13]. In dieser Arbeit wurden die MDPs/CDPs im
Knochenmark 24 h bis drei Tage nach Infektion mit Ye untersucht. Im Verlauf der
Infektion nimmt die Anzahl der MDPs/CDPs ab, was durch verschiedene Faktoren
induziert werden kann. Zum einen konnen die Bakterien die Hamatopetischen
Stammzellen hemmen, so dass sich keine MDPs/CDPs entwickeln kdnnen oder Ye
induzieren Apoptose von MDPs/CDPs. Eine weitere Erklarung ist, dass die
MDPs/CDPs sich zu den pre-cDCs differenzieren, um den Nachschub an bendétigten
DCs wahrend der Infektion zu gewahrleisten. Dabei wirde es jedoch zu einer
Akkumulation an pre-cDCs im Blut bzw. in der Milz kommen. Die Analyse der pre-
cDCs im Blut und in der Milz im Verlauf der Infektion mit Ye fuhrt jedoch nicht zu dem
Ergebnis. Weder in der Milz noch im Blut konnte eine Anhaufung dieser
Vorlauferzellen beobachtet werden. In der Milz steigt allerdings die Anzahl dieser
Vorlauferzellen an. Die Erklarung hierfir ist, dass die Yersinien die Differenzierung
von pre-cDCs zu cDCs hemmen und es somit zu dem massiven Verlust der
CD4'DCs und CD8a’DCs kommt. Interessanterweise konnte keine Zunahme an
MDPs/CDPs im Knochenmark und pre-cDCs im Blut und Milz bei Yersinien-
infizierten Mausen gefunden werden, bei denen der TRIF-Signalweg ausgeschaltet
ist. Wahrscheinlicher ist, dass ein weiterer Faktor durch Ye gehemmt wird, der die
Anzahl der DCs in der Milz reguliert. Im steady state wird die Teilung der DCs in den
lymphatischen und nicht-lymphatischen Geweben durch Lymphotoxin-l3 Rezeptor (LT
RR) und FIt3 reguliert. FIt3 Ligand (FIt3L) ist ein entscheidender Regulator in der DC
Homeostase, der fur alle DC-Entwicklungsstufen essentiell ist [18,19,166,186-188],
wohingegen die Wirkung von LTa132 anscheinend auf die CD8aDCs in der Milz
beschrankt ist [163]. Die genetische Deletion der FIt3L-Sequenz oder die Applikation
von FIt3L-Inhibitoren fuhren zu einer zehnfachen Abnahme an DCs in den
lymphatischen Geweben von Mausen [187], wohingegen die zuatzliche Applikation
von FIt3L eine extremen Expansion von DCs zeigt [166,189]. Analysen von FIt3L-
Menge im Serum von Yersinien-infizierten C57BL/6 Mausen zeigten, dass die

Ausschuttung von FIt3L 24 h nach Infektion massiv anstieg und ab dem 2. Tag nach
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Infektion wieder abnahm. Ahnliche Ergebnisse der FIt3L-Menge konnten in TRIF™-
Mausen beobachtet werden. Yersinien hemmen die Teilung bzw. Differenzierung der
DCS in der, die zu dem DCs Verlust fuhren, nicht tber die Ausschuttung von FIt3L.
Die erfolgreiche Entwicklung und Anzahl der DCs hangt von vielen Faktoren ab. Das
Schicksal von einigen DC-Entwicklungsstufen hangt zusatzlich von wesentlichen
Transkriptionsfaktoren ab. Den myeloiden Transkriptionsfaktor PU.1 bendtigen die
fruhen Vorlauferzellen fur ihre Entwicklung [190]. Aul3erdem reguliert PU.1 die
Differenzierung der MDPs in Monozyten und CDPs. Bei Hemmung von PU.1 nehmen
die MDPs im Knochenmark und die cDC in vivo ab [6,191,192]. Die Interferon-
regulierenden Transkriptionsfaktoren Irf2, Irf8 und Irf4 werden als entscheidende
Transkriptionsfaktoren fur die Differenzierung der DC-Subpopulationen beschrieben.
Irf-4- und Irf-2-defiziente Mause zeigen eine reduzierte Anzahl von CD8a*DCs und
Irf-8-defiziente Mause haben weniger CD8a’DCs [193-195]. Trotz der groRen
Fortschritte in der Analyse der Entwicklung der DCs bleiben entscheidende Punkte
ungelost. Vor allem, welche Signale und/oder Faktoren fur die DC-Funktion und -
Entwicklung allgemein durch Bakterien gehemmt werden. Zudem sind bisher die
unterschiedlichen Faktoren, die jeweils fiir die Entwicklung der CD4'DCs und DN
DCs noch nicht bekannt. Es konnte sein, dass diese Faktoren, die zur
Ausdifferenzierung der CD4'DCs notwendig sind, durch die Infektion mit Ye
gehemmt werden und somit zum Verlust fihren. Dies waren die nachsten Schritte,
um zu erfahren, wie Ye der Immunabwehr durch DCs entgeht. AuRerdem sollte die
Interaktion der T-Zellen mit Ye Uberpruft werden. Es ist bisher in vivo nicht untersucht
worden, ob und wie Ye die T-Zellen direkt hemmt. Es ist bekannt, dass CD4'T-Zellen
bei einer Helicobacter pylori Infektion durch ein Protein (gamma-
Glutamyltranspeptidase = GGT) direkt gehemmt werden [196]. Au3erdem sollte der
naturliche Infektionsverlauf untersucht werden. Eine Infektion mit Ye erfogt
grofltenteils durch die orale Aufnahme in die Peyerschen Plaques. Dort vermehren
sie sich und migrieren in die mesenterialen Lymphknoten, Milz und Leber. Daher
soliten die DCs auf ihre immunologischen Funktionen in den Peyerschen Plaques

und im Dinndarm nach Infektion mit Ye in vivo untersucht werden.

Zusammenfassend konnte in diesem Projektteil gezeigt werden, dass Ye die DC-
Subpopulationen unterschiedlich in ihrer Entwicklung und Funktion in vivo hemmt,
um die Aktivierung der T-Zellen zu beeintrachtigen und somit der Immunabwehr zu

entkommen. Die Infektion mit Ye fihrt zu einem extremen Verlust von CD4'DCs und
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CD8a’DCs, der von TLR4 und TRIF abhangig ist. Dieser Verlust kann durch die
erhohte Turnoverrate der DCs, die leicht erhohte Anzahl von nekrotischen und
apoptotischen DCs, die Hemmung bzw Verzdgerung von sich neu differenzierten

DCs, sowie der Hemmung der DC-Vorlauferzellen erklart werde (Abb.62).
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Abb. 62: EinfluR von Ye auf die Entwicklung, Differenzierung, Zelltod und Proliferation
der DC-Subpopulationen wahrend der Infektion in vivo
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5.2 YopP beeinflusst die Funktion der DC-Subpopulationen

Yersinia enterocolitica ist durch seine verschiedenen Pathogenitatsfaktoren in der
Lage, das Immunsystem bei einer Infektion zu beeinflussen, um sein Uberleben im
Wirt abzusichern. Yersinia outer proteins (Yops) gelten als zentralen
Pathogenitatsfaktoren, die auf einem 70 kb groRen Plasmid (plasmid yersinia
virulence = pYV) kodiert sind. Neben den sogenannten Yops kodiert das Plasmid das
Typ-llI-Sekretionssystem, das verantwortlich ist, fir die Translokation der Yops in die
Wirtszelle. Es gibt sechs verschiedene Yop-Effektorproteine, die an verschiedene
Targets in der Wirtszelle ansetzen. YopT, YopO, YopH und YopE interagieren mit
dem Zytoskelett und hemmen dadurch die Funktion von Phagozyten [74,197,198].
Ein wichtiger Pathogenitatsfaktor von Ye ist YopP. YopP ist eine Cytein-Protease, die
nach der Translokation durch das Typ-lll-Sekretionssystem, verschiedene
Funktionen des Immunsystems hemmt. T-Zell-Proliferationsanalysen mit Ye-
infizierten DCs in vitro zeigten, dass die Aktivierung der T-Zellen vollstandig
gehemmt wurde. Wohingegen die T-Zellaktivierung wieder hergestellt war mit DCs,
die mit YopP-defizienten Ye infiziert wurden [136,168].

In einem ersten Schritt sollte deshalb untersucht werden, ob YopP die Aktivierung
der CD4"T-Zellen durch DCs in vivo verhindert. Dabei konnte beobachtet werden,
dass die T-Zellaktivierung in vivo zunahm, wenn die Mause mit der Ye pYV YopP"
defizienten Mutante im Vergleich zu dem Ma&usen, die mit Ye pYV" Wildtypstamm
infiziert wurden. Diese Daten lassen darauf schlie3en, dass YopP eine hemmende
Wirkung bei der T-Zellaktivierung durch DCs wahrend einer Infektion mit Ye besitzt.
Da die T-Zellproliferation auch bei Infektion mit der YopP-defizienten Mutante nicht
vollstandig hergestellt ist, werden wahrscheinlich neben YopP weitere Yops die T-
Zellaktivierung direkt oder durch DCs hemmen. Es ist bekannt, dass YopH die
Aktivierung von T- und B-Zellen, durch die Hemmung der Phosphorylierung des
Antigenrezeptor-Signal-Komplexes der T-Zellen, beeintrachtigt [199].
Interessanterweise hat YopP auch EinfluR auf die Aktivierung von CD8'T-Zellen.
Infektionsversuche mit der YopP-Deletionsmutante zeigten ebenfalls eine hdhere
Aktivierung von CD8'T-Zellen im Vergleich zu den Ye pYV -infizierten Mausen [132].
YopP hemmt vor allem die Ausbildung der adaptiven Immunabwehr, was
wahrscheinlich durch Hemmung der Antigenprasentation der DCs geschieht

[132,200]. In vitro Experimente zeigten, dass die Antigenaufnahme von DCs durch
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Ye gehemmt wird. Die Antigenaufnahme wird durch Clathrin-vermittelte Endozytose
durch YopP und die Makropinozytose durch die Yops E, O, H und T Uber die
Veranderungen des Aktin-Zytoskeletts der Wirtszelle gehemmt [128,136]. In dieser
Arbeit konnte eine Abnahme der Antigenaufnahme in CD8a*DCs aus der Milz von
Yersinien-infizierten Mausen in vivo beobachtet werden. Im Vergleich zu den Ye
pYV'-infizierten Mausen war diese Abnahme war bei CD8a’DCs nach Infektion mit
der Ye YopP-defizienten Mutante nicht mehr so ausgepragt. Somit konnten die
Daten aus in vitro Experimenten bestatigt werden, dass YopP die Antigenaufnahme
durch DCs hemmt. Die Autoren fanden dabei heraus, dass YopP die
Antigenaufnahme durch die Inhibition des MAPK Signaltransduktionsweges
beeintrachtigt [136]. Diese hier gewonnnen Ergebnisse demonstrieren, dass YopP
die Antigenaufnahme von CD8a"DCs hemmt, jedoch auch hier weitere Faktoren von
Ye die Antigenaufnahme beeinflussen. Einen Einflul von YopP auf die

Antigenprozessierung konnte jedoch nicht ermittelt werden.

Erfurt et al. konnten in in vitro Experimenten au3erdem nachweisen, dass YopP die
DC-Maturation und die Zytokinproduktion beeinflusst. Dabei wurde gezeigt, dass die
Infektion von Knochenmark-DCs mit dem Ye Wildtypstamm zu einer Abnahme der
Expression von MHC-II, CD54, CD80 und CD86 fuhrt und dieser Effekt durch YopP
verursacht wird [136]. Die Produktion der Zytokine KC, TNF-qa, IL-10 und IL-12 durch
DCs, Makrophagen und Epithelzellen wird ebenfalls durch YopP beeintrachtigt
[136,201]. In dieser Arbeit konnte in vivo gezeigt werden, dass YopP die Expression
von MHC-Il, CD80 und CD86 auf allen DC-Subpopulationen im frihen Verlauf der
Infektion (24 h nach Infektion) induziert und drei Tage nach Infektion hemmt, vor
allem die Oberflachenmarker CD80 und CD86 auf CD8a'DCs und DN DCs. Die
Produktion der proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-12 und 1I-6 durch die DC-
Subpopulationen zeigten eine Abnahme bei Infektion mit der Ye YopP-defizienten
Mutante. Das deutet daraufhin, dass YopP die Zytokinproduktion in vivo induziert
statt hemmt wie in vitro ermittelt wurde. Es ist bekannt, dass die fruihe TNFa-
Ausschuttung als Antwort auf bakterielle Infektionen direkt die Apoptose von
Immunzellen auslosen kann [202-205]. Zudem konnten eine Vielzahl von Gruppen in
vitro zeigen, dass YopP durch Apoptose in Makrophagen und DCs die Immunantwort
des Wirtes unterdrucken [130,131,136,140,206], indem YopP die Aktivierung von NF-
kB blockiert [131]. In Projekt 1 konnte nach der Analyse der Zellanzahl wahrend der

Infektion mit Ye ein extremer Verlust von CD4'DCs und CD8a'DCs beobachtet
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werden. Bei der Infektion mit der Ye YopP-defizienten Mutante konnte hier ein
verzogerter Verlust dieser DC-Subpopulationen 24 h nach Infektion im Vergleich mit
dem Ye Wildtypstamm in vivo ermittelt werden. Somit ist YopP flr den frihen Verlust
der beiden DC-Subpopulationen verantwortlich, jedoch nicht ausschlaggebend. Die
Analyse der nekrotischen DC-Subpopulationen in vivo zeigte, dass YopP drei Tage
nach Infektion einen EinfluR auf den Zelltod von CD4'DCs und DN DCs besitzt.
Ebenfalls konnte ein EinfluR auf die Apoptose durch YopP ermittelt werden. Bei
Fehlen des Pathogenitatsfaktors waren weniger apoptotische DN DCs (1dpi),
CD4'DCs (3dpi) und CD8a’DCs (3dpi) in der Milz zu detektieren. Diese
Beobachtungen lassen den Schluss zu, dass YopP Zelltod und Apoptose der DC-
Subpopulationen in der fruihen Immunantwort verzogert induziert. Der sehr schnelle
und extrem hohe Zelltod von DCs, wie in vitro bei Infektion von Knochenmark-DCs
durch YopP konnte in vivo nicht vollstandig bestatigt werden [128,129,136].
Rueckdeschel et al. fanden, dass das Myd88-Adaptormolekul zum YopP-abhangigen
Zelltod bzw. zur Apoptose von Makrophagen beitragt [207]. Aus diesem Grund
wurden die DC-Subpopulationen in der Milz von Myd88"Mause auf Zelltod nach
Infektion mit dem Ye Wildtypstamm und Ye YopP-defizienten Mutanten untersucht.
Die Anzahl der CD4'DCs und CD8a*DCs lag deutlich niedriger in Myd88Mause
nach Infektion mit der Ye YopP-defizienten Mutante im Vergleich zum Ye
Wildtypstamm, dagegen nahmen die DN DCs deutlich zu. Eine Zunahme am Zelltod
konnte in Myd88 Mausen bei CD4'DCs und DN DCs ermittelt werden. Die
Beobachtungen lassen darauf schlieRen, dass YopP fiir den Zelltod von CD4'DC
verantwortlich ist, der abhangig von MyD88-Signalweg ist. Jedoch deutet es auch
daraufhin, dass es einen weiteren Signalweg gibt, der unabhangig vom MyD88-Weg
Zelltod induziert, da bei den Infektionen von MyD88"Mausen mit der YopP-
defizienten Mutante der Zelltod ansteigt. Fir den Zelltod in Makrophagen wird die
Kombination von TLR4-vermitteltem LPS-Signal mit der gleichzeitigen Hemmung der
NF-kB-Aktivierung durch YopP verantwortlich gemacht [131]. Das kdnnte bedeuten,
dass TLR4 nicht Giber MyD88-Signalweg weitergeleitet wird, sondern verzdgert Uber
den TRIF-Signalweg [207,208].

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass der Pathogenitatsfaktor YopP die T-
Zellaktivierung durch Hemmung verschiedener DC Funktionen in vivo beeintrachtigt.
YopP hemmt vor allem die Antigenaufnahme der CD8a’DCs in der Milz und

beeinflusst die Produktion der proinflammatorischen Zytokine, die fur die T-
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Zellaktivierung notwendig ist. Aul3erdem ist YopP an der Induktion von Nekrose und
Apoptose von DCs mitbeteiligt, wobei YopP diese beiden Prozesse zeitlich
unterschiedlich in den einzelnen DC-Subpopulationen induziert. Fur die weitere
Analyse ware es wichtig, zu untersuchen welche weiteren Pathogenitatsfaktoren von

Ye die Funktionen der DCs hemmen, um das Uberleben im Wirt zu garantieren.
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6 Zusammenfassung

Dendritische Zellen (DCs) sind als ,professionelle® antigenprasentierende Zellen vor
allem effizient in der Lage, Antigene aufzunehmen, zu prozessieren und auf ihrer
Zelloberflache zu prasentieren. Die Expression von MHC-Peptid-Komplex und
kostimulatorische Molekulle befahigen DCs zur Induktion einer Antigenspezifischen T-
Zell-Antwort. Aufgrund dieser Eigenschaften sind DCs ein adaquates Ziel bakterieller
Immunevasionsstrategien, um einer antibakterielle Immunantwort entgegenzuwirken.
Das darmpathogene Bakterium Yersinia enterocolitica (Ye) hat immunmodulatorische
Mechanismen mit Hilfe seiner Pathogenitatsfaktoren entwickelt, um dem Angriff

durch das Immunsystem zu entgehen, um eine Infektion im Wirt zu etablieren.

In der vorliegenden Dissertation wurde das Ye-Mausmodell verwendet, um die
Interaktion von DCs mit Bakterien zu untersuchen. Zu Beginn der Arbeit war bekannt,
dass Ye die T-Zellantwort durch DCs in vitro vollstandig hemmt. Dies erklarte sich
daraus, dass Ye die Antigenaufnahme, Maturation und die Zytokinproduktion der
DCs in vitro blockiert. Ebenso konnte gezeigt werden, dass Ye Nekrose und
Apoptose in Knochenmark-DCs induziert. Darauf basierend wurde im Rahmen dieser
Arbeit untersucht: (1) ob und welche Funktionen der DC-Subpopulationen durch Ye
in vivo gehemmt werden (2) ob Ye Zelltod von DC-Subpopulationen induziert und ob
die Entwicklung bzw. Rekrutierung neuer cDCs beeintrachtigt wird und (3) ob der
Pathogenitatsfaktor YopP von Ye den hemmenden Effekt auf die Funktionen der

DCs in vitro ebenfalls im Mausmodell bestatigt.

(1)Es konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass Ye die T-
Zellaktivierung durch DCs, vor allem durch die CD8a’DCs, hemmt. Die
Griunde flr die reduzierte T-Zellproliferation zeigte sich in der Abnahme der
Antigenaufnahme und Antigenprozessierung der CD8a’DCs im Verlauf der
Infektion. Desweitern fuhrt die Infektion mit Ye zu einem extremen Verlust an
CD4'DCs und CD8a’DCs in der Milz, abhangig vom TLR4- und TRIF-

Signaltransduktionsweg.

(2) Die Erklarung fur die ausgepragte Abnahme der CD4'DCs und CD8a*DCs in
der Milz im Verlauf der Infektion konnte durch eine leicht erhéhte Zelltodrate
mit gleichzeitig erhdéhtem Turnover der DCs gezeigt werden. Zusatzlich

beeintrachtigt Ye die Homeostase der spezifischen DC-Subpopulationen.
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Dieser extreme DC-Verlust und die beeintrachtigte DC-Funktion fahrt

letztendlich zur Abnahme der T-Zell-Aktivierung in vivo.

(3) In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Pathogenitatsfaktor YopP
von Ye einen hemmenden Einfluss auf die T-Zellaktivierung in vivo besitzt,
jedoch nicht als hauptverantwortlich identifiziert werden kann. Dieser
hemmende Einfluss von YopP auf die T-Zell-Aktivierung ist die Folge der
Beeintrachtigung der Antigenaufnahme der CD8a’DCs. Zusétzlich induziert
YopP die Maturation in der fuhen Immunantwort, hemmt diese jedoch vor
allem bei den CD8a’DCs und den DN DCs drei Tage nach Infektion. Die
Zytokinproduktion der DC-Subpopulationen wird durch YopP im frihen Verlauf
induziert. Durch die hohe TNF-a-Ausschuttung und wahrscheinlich durch die
Hemmung von NF-kB tragt YopP zum Zelltod von CD4'DCs in der Milz bei,
welcher abhangig vom MyD88-Signaltransduktionsweg ist. Somit ist YopP ein
wichtiger Pathogenitatsfaktor, der zur bakteriellen Immunevasion der DC-

Subpopulationen beitragt.

Die im Rahmen dieser Dissertation erzielten Erkenntnisse Uber das Verhalten der
cDCs innerhalb einer bakteriellen Infektion konnen einen wesentlichen Beitrag zum
Verstandnis der Immunabwehr leisten und die Entwicklung neuer Therapiestrategien

unterstitzen.
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(* first two authors contributed equally, PLoS Pathogens, published 24 Nov 2010)

Detrimental role of dendritic cells during Y. enterocolitica infection in vivo
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