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Einleitung

1 Einleitung

Jedes Lebewesen ist voriibergehen oder andauernd von Mikroorganismen besiedelt.
Die Mehrzahl ist fir den Wirt unschadliche, normale Flora, die sogar einen gewissen
Schutz gegen pathogene Keime darstellt wie bei Menschen die Bakterienflora in be-
stimmten Darmabschnitten, auf der Haut und Schleimhaut. Dagegen schadigen an-
dere Mikroorganismen Gewebe und erzeugen Krankheiten. Wirbeltiere haben eine
Reihe von Abwehrmechanismen entwickelt, um die normale Kolonisierung durch Mik-
roorganismen einzudammen, pathogene Keime abzuwehren und fehlerhafte korper-
eigene Zellen zu zerstdren. Bei Sdugetieren wird das Immunsystem in unspezifische
angeborene Abwehr und spezifische adaptive Abwehr unterteilt.
Zur unspezifischen Abwehr gehdrt zuerst die schiitzende Barrierefunktion von Haut
und Schleimhaut. Ist diese durchbrochen, erkennen Makrophagen (MF), Dendritische
Zellen (DCs), naturliche Killerzellen (NK-Zellen) und Granulozyten korperfremde
Merkmale anhand von Rezeptoren, die genetisch kodierte Muster erkennen (,Pattern-
recognition receptors®, PRRs). Auch das Komplementsystem reagiert mit Korper-
fremdem. So wird ein breites Spektrum von Erregern abgedeckt, ohne dass das Im-
munsystem schon einmal mit ihnen in Kontakt gekommen ist. Es existieren drei
Gruppen von Phagozyten: Granulozyten, MF und DCs. Sie fungieren nicht nur als
phagozytische Zellen, sondern spielen eine Schllisselrolle in der Einleitung und Modu-
lation der unspezifischen Immunabwehr. Phagozyten kénnen sowohl opsonierte (mit
Antikdrpern oder Komplement markierte) als auch viele Fremdkorper direkt erken-
nen. An ihrer Oberflache befinden sich verschiedenste Rezeptoren wie PRRs, Sca-
venger-, Mannose-, Glucan- oder Komplement-Rezeptoren.
Die Granulozyten werden in neutrophile, basophile und eosinophile unterschieden,
wobei den GroBteil die neutrophilen Granulozyten ausmachen. Sie zirkulieren im Blut
und werden bei Entziindungen und Infektionen durch Chemotaxis ins Gewebe ge-
lockt und kénnen eine groBe Menge von Bakterien zerstéren. Jedoch haben sie eine
sehr kurze Lebensdauer und gehen kurz nach der Phagozytose in die Apoptose Uber
und miissen wiederum durch MF beseitigt werden®. Durch ihre intrazelluldren Oxi-
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Einleitung

dantien und Proteinasen sind Granulozyten sehr wirksam gegen Bakterien, aber auch
sehr gewebeschadigend und proinflammatorisch.

MF sind in nahezu allen Geweben vorhanden, wohingegen ihre Vorlauferzellen, die
Monozyten, im Blut zirkulieren. Sie sind wichtig flir die nhormale Organfunktion, wie
zum Beispiel als Osteoklasten zum standigen Umbau des Knochenmarks oder den
Abbau von apoptotischen und nekrotischen Zellen. Da sich MF in allen Geweben be-
finden, kommen sie als erstes mit Pathogenen in Kontakt und bewirken tiber Chemo-
kine und Zytokine die Entzlindungsreaktion und die Einwanderung von neutrophilen
Granulozyten, Lymphozyten und weitere Monozyten. Ihre Hauptaufgabe ist es, die
Immunantwort zu verstarken und Zellreste abzubauen. MF sind weniger bakterizid
als Granulozyten, kdnnen aber Antigene prasentieren und sind an vielen physiologi-
schen Prozessen beteiligt, wie dem Lipidstoffwechsel, der Bildung von Gerinnungs-
faktoren, der Antikdrper-, Transferrin- und Komplementsynthese?.

DCs gehdren ebenfalls zu den phagozytischen und Antigenprasentierenden Zellen
(APCs). Ihre Hauptaufgabe besteht jedoch in der T-Zell-Aktivierung. Das macht sie
zu einem wichtigen Bindeglied zwischen unspezifischer und spezifischer Immunab-
wehr. Sie wandern vom Knochenmark tber das Blut in das periphere Gewebe ein, wo
sie extrazellulare Flissigkeit und Fremdkorper aufnehmen. Wahrend einer Infektion
reifen die DCs heran und kénnen naive T-Lymphozyten aktivieren.?

Die spezifische Immunabwehr besteht aus B- und T-Lymphozyten und setzt verzo-
gert ein, ist aber langfristig und zielgerichteter. Es werden fiir den Erreger spezifische
Strukturen (Antigene) erkannt und passende Antikdrpern (AK) gebildet. Dadurch fin-
det eine gezielte zelluldare Abwehr statt und das Immungedachtnis wird ausgebildet.
Obwohl die unspezifische Abwehr effektiv ist, schiitzt sie nicht vor allen eindringen-
den Mikroorganismen, da diese evolutionare Wege gefunden haben, die Abwehr zu
umgehen. Die spezifische Abwehr hat mittels somatischer Rekombination ein uner-
schopfliches Repertoire an variablen Rezeptoren und kann daher fast alles Korper-
fremde erkennen und beseitigen. Das passende Antigen kann dabei ein weit verbrei-
tetes Merkmal oder eine ganz spezielle Struktur eines Mikroorganismus sein. Jeder

Lymphozyt tragt nur einen Rezeptor-Typ mit einer einzigartigen Antikdrperstruktur an
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seiner Oberflache. Dies macht eine klonale Selektion auf Grund der Affinitat der AK
zu ihren Liganden moglich. Mittels negativer und positiver Selektion wahrend der
Lymphozytenreifung kénnen Lymphozyten, welche auf kérpereigene Merkmale ge-
richteten AK (Auto-AK) tragen, beseitigt werden. Das Immungedachtnis ermdglicht
es, bei einer erneuten Infektion mit einem bekannten Organismus eine schnellere
und potentere Immunantwort einzuleiten.

Es gibt zwei Haupttypen von Lymphozyten: B-Lymphozyten, die im Knochenmark
reifen und der Ursprung der zirkulierenden AK sind und T-Lymphozyten, die im Thy-
mus reifen und Peptide von Krankheitserregern erkennen, die von MHC-Molekiilen
(,major histocompability complex™) auf infizierten Zellen oder von APCs prasentiert
werden.? Nachdem die naiven Lymphozyten in den zentralen Lymphatischen Organen
(Knochenmark, Thymus) gereift sind, wandert ein GroBteil in die peripheren lympha-
tischen Organe wie Milz, Lymphknoten und in mukosales lymphatisches Gewebe in
Darm, Atemwegen, Urogenitaltrakt und Schleimhauten. Eine geringere Anzahl zirku-

liert im Blut und der Lymphflissigkeit.

1.1 Dendritische Zellen

Die adaptive Immunabwehr hat sich durch evolutiondren Druck entwickelt. Ihre wich-
tigste Fahigkeit ist, durch somatische Rekombination und Umlagerung von Genab-
schnitten eine unendliche Variabilitdt von antigenspezifischen Rezeptoren zu erhal-
ten. Jedoch bedarf es der Instruktion und Regulation durch APCs, um dieses potente
System zu kontrollieren. APCs sind MF, B-Zellen, Langerhanszellen und DCs. DCs sind
eine heterogene Gruppe hochspezialisierter APCs, die strategisch an den Grenzen zur
AuBenwelt positioniert sind. Sie bilden eine Briicke zwischen adaptiver und angebo-
rener Immunabwehr, transportieren Antigene von der Peripherie zu den lymphati-
schen Organen und leiten durch T-Zell-Aktivierung und Stimulierung des Immunge-
dachtnisses eine Immunantwort ein. DCs gehen im Knochenmark aus

hamatopoetischen pluripotenten Stammzellen hervor. Sowohl aus myeloiden als auch
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aus lymphatischen Vorlauferzellen entwickeln sich DCs mit unterschiedlichen Fahig-
keiten und Aufgaben. Beim Menschen unterscheidet man zwei groBe Gruppen: Die
myeloischen dendritischen Zellen (mDCs) und die plasmocytoiden dendritischen Zel-
len (pDCs).> ® Die mDCs présentieren Antigene und aktivieren B-, T- und NK-Zellen.
Die pDCs sind eine eigene Zelllinie, die als Reaktion auf Virusinfektionen groBe Men-
gen von Interferonen produzieren kénnen, bei der T-Zell-Aktivierung aber keine Rolle
spielen.” In dieser Arbeit beziehen sich alle Hinweise zu DCs auf die mDCs.

Vier Entwicklungsstufen kdnne unterschieden werden: (1) Knochenmark-
Vorlauferzellen; (2) DCs, die in Blut, Lymphe und Lymphgewebe zirkulieren und auf
Erregererkennung mit der massiven Ausschittung von Zytokinen wie IFN-y reagie-
ren; (3) im Gewebe befindliche unreife DCs, welche Antigene durch Phagozytose und
Makropinozytose aufnehmen und (4) reife DCs, die in sekunddre lymphatische Orga-
ne einwandern und groBe Mengen kostimulierender Molekiile exprimieren, um das
heranreifen von Effektorzellen zu stimulieren.

DCs kommen in fast allen Geweben vor, besonders an den Kdrperoberflachen wie
Haut und Schleimhaut.® Ihre Vorlduferzellen aus dem Knochenmark wandern in Kér-
pergewebe und lymphatisches Gewebe ein und verbleiben dort als ruhende phagozy-
tische Zellen. Naive DCs exprimieren auf ihrer Zelloberflache Chemokinrezeptoren
(CCR1, -2, -5, -6 und CXCR1 und -2), deren Chemokine von peripheren Organen
produziert werden und die Einwanderung von naiven DCs in peripheres Gewebe re-
gulieren.® DCs haben eine sehr hohe phagozytische Aktivitat und auch im nicht akti-
vierten Zustand prozessieren sie korpereigene Antigene und wandern zu einem klei-
nen Prozentsatz in lymphatisches Gewebe ein. Dort helfen diese ,Eigenantigene" die
Toleranz der T-Zellen gegeniiber kdrpereigenem Gewebe zu erhalten.’® DCs werden
als Bestandteil der angeborenen Immunabwehr in entziindetem Gewebe durch direk-
ten Kontakt mit Krankheitserregern und Zytokinen aktiviert, nehmen am Infektions-
herd Antigene auf und laden diese auf MHC-Molekiile. AnschlieBend wandern die ak-
tivierten, reifen Zellen in lymphatisches Gewebe ein, um dort naiven CD4*- und
CD8"-T-Zellen ihre Antigene MHC-vermittelt zu prasentieren und seltene antigenspe-

zifischen Lymphozyten heraus zu filtern. Sie bewirken das Heranreifen von antigen-
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spezifische Zellen zu Effektorzellen, wie T-Helferzellen (Th-Zellen) und zytotoxische T-
Lymphozyten (CTLs) und initiieren deren Einwanderung zum Infektionsherd im peri-
phere Gewebe (siehe Abb. 1).!! AuBerdem sorgen DCs fiir das Uberleben von CD4*-
T-Zellen und T-Gedéachtniszellen und stimulieren zusammen mit T-Zellen das Heran-

reifen von B-Effektorzellen.

ANTIGEN CAPTURE

migration

ol o e oo [ maturation

DC PRECURSORS v
ANTIGEN PRESENTATION

9O @

eosinophils

CYTOKINES

helper and
regulatory T cells

Abb. 1: Der Lebenszyklus einer DC.? Zirkulierende Vorlaufer-DCs gelangen als unreife DCs in peripheres
Gewebe oder treffen direkt auf Pathogene, welche die Zytokinproduktion und Aktivierung von Eosinophilen,
MF und NK-Zellen bewirken. Nach Antigenaufnahme wandern unreife DCs in lymphatische Organe, wo sie
reifen und Antigene auf MHC-Molekiilen présentieren. Dies erlaubt eine Selektion von seltenen, zirkulierenden
antigenspezifischen Lymphozyten. Diese aktivierten T-Zellen tragen zur endgiiltigen Reifung der DCs bei, wel-
che wiederum die Reifung und Differenzierung der Lymphozyten bedingt. Aktivierte T-Lymphozyten wandern
in das beschadigte Gewebe, da sie in der Lage sind, entziindetes Epithel zu durchtreten. T-Helferzellen schiitten
Zytokine aus, welche die Aktivierung von MF, NK-Zellen und Eosinophilen erlaubt. Zytotoxische T-Zellen
lysieren die infizierten Zellen. B-Zellen werden durch den Kontakt mit T-Zellen und DCs aktiviert und wandern

anschlieend in LF, wo sie zu Plasmazellen reifen und Antikorper produzieren.
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1.1.1 Aktivierung und Reifung der DCs

Unreife DCs befinden sich im peripheren Gewebe und nehmen dort kérpereigene und
-fremde Antigene auf. Allerdings sind sie in diesem Stadium noch nicht in der Lage
Antigene effektiv zu prasentieren. Unreife DCs akkumulieren MHC-Molekdile intrazel-
luldr und présentieren nur einen kleinen Teil an der Zelloberflache.!* 13

Es sind drei verschiedene Wege bekannt, wie DCs Antigene aufnehmen. (1) Makropi-
nozytose ermdglicht es unspezifisch eine groBe Menge Flissigkeit in intrazelluldre
Vakuolen aufzunehmen. (2) Phagozytose wird liber Rezeptoren wie den Mannosere-
zeptor'® und DEC 205" vermittelt. Diese Rezeptoren binden spezifisch an Oberfla-
chenantigene von Bakterien und Viren. (3) Losliche Antigene werden (ber Clarithrin
vermittelte Endozytose aufgenommen. Hierbei handelt es sich zum Teil um sehr gro-
Be Molekiile, die lber spezielle Rezeptoren in der Plasmamembran (,coated pits")
aufgenommen werden. '

Auf unreifen DCs werden eine Reihe von Rezeptoren exprimiert: C-Typ Lektine®’,
Rezeptoren fiir die Fc-Region von Immunglobulinen (FcRs)'®, Komplement-
Rezeptoren?®, Rezeptoren fiir ,heat-shock" Proteine?® und Scavenger-Rezeptoren?..
Alle Antigene, die Uber diese oben genannten drei Wege in die DC gelangen, werden
auf MHC-Molekiile der Klasse II geladen. Ein weiterer Eintrittsweg flir Antigene ist
das direkte Eindringen in das Zytosol, zum Beispiel bei einer Virusinfektion. Die Viren
benutzen flir ihre Vermehrung den Proteinsynthese-Apparat der DC und es werden
virale Peptide auf MHC-Molekiile der Klasse I geladen und an der Zelloberflache pra-
sentiert, wie es bei jeder anderen, von einem Virus infizierten Zelle der Fall ist.

Viren, die DCs nicht befallen, kénnen mittels ,cross-priming" von DCs von MHC-I-
Molekiilen prasentiert werden. Hierbei werden apoptotischen Zellen oder Tumorzellen
mittels Phagozytose oder Makropinozytose aufgenommen und anschlieBend im Zyto-
sol auf MHC-I-Molekiile geladen.?

Tritt eine Infektion auf, wird durch Signale von PPRs wie Toll-like-Rezeptoren (TLRs)
und Chemokinen die Reifung der DCs eingeleitet (siehe Abb. 2). Die DCs exprimieren

mehrere Vertreter der TLR-Familie, die bei der Erkennung von verschiedenen Krank-
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heitserregern eine wichtige Rolle spielen und einen entsprechenden Signalweg einlei-
ten. Andere Rezeptoren wie Komplementrezeptoren oder phagozytische Rezeptoren
kdnnen sowohl zur Aktivierung flihren als auch bei der Phagozytose mitwirken. TLR-
Aktivierung bewirkt die veranderte Exprimierung von Chemokinrezeptoren auf der
Zelloberflache und die DC kann in peripheres lymphatisches Gewebe einwandern.
Auch die Antigenprozessierung wird durch TLR-Liganden gesteigert.”®> Die Verande-
rung der Oberflachenrezeptoren auf DCs bezeichnet man als ,Lizenzierung®". Der Re-
zeptor CCR7 spielt eine Schllisselrolle in der Migration von DCs in lymphatisches Ge-
webe und die T-Zell-Region. Er erkennt die Chemokine CCL19 und -21, welche von
lymphatischem Gewebe produziert werden, und l6st die Wanderung durch Lymphge-
faBe zu lokalem Lymphgewebe aus.’ CCL19 nimmt Einfluss auf die Reifung der DCs,
indem es kostimulierende Molektile hochreguliert und die Freisetzung von proinflam-
matorischen Zytokinen wie IL-12, IL-1B und TNF stimuliert. AuBerdem verstarkt es
die Endozytose, die Expansion von Dendritenarmen und verhindert Apoptose.>* Die
Aufgabe von CCL19 und -21 ist, die DC in einen pramaturen Zustand zu bringen,
noch bevor sie die T-Zell-Region im lymphatischen Gewebe erreicht. Eine weitere
Komponente zur Aktivierung der zellvermittelten Immunantwort ist die Interaktion
zwischen dem Rezeptor CD40 und seinem CD40-Liganden (CD40L). CD40 kommt auf
B-Zellen, Monozyten, DCs, Epithel- und Endothelzellen vor, wohingegen der CD40L
nur von aktivierten CD4*-T-Lymphozyten exprimiert wird.” % T,-Zellen interagieren
mit den DCs und anderen APCs mittels des CD40-Rezeptors und befahigen diese,
CTLs direkt zu aktiveren.?”"?° Ist die DC schlieBlich im lymphatischen Gewebe ange-
kommen, weist sie einen vollstandig verdanderten Phanotyp auf. Reife DCs kdnnen
keine Antigene mehr aufnehmen, aber eine groBe Mengen von MHC-Molekilen der
Klasse I und II werden von intrazelluldaren Endozytose-Kompartiments an die Zell-
oberflache verlagert und koénnen zuvor aufgenommene Antigene stabil
prasentieren.®® Die Antigenprozessierung und die Beladung von MHC-Molekiilen mit
Peptiden werden optimiert und die Halbwertzeit der MHC-Molekiile verlangert.!* 3
DCs tragen nach der Aktivierung viele kostimulierende Molekile, wie CD80 und

CD86, die mit Rezeptoren von naiven T-Zellen interagieren. Reife DCs sezernieren
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Adhasionsmolekiile wie DC-SIGN und Chemokin CLL18, welches naive T-Zellen an-
lockt. Es werden Zytokine wie IL-6, -12, -18, IFN ausgeschittet. Diese kénnen weite-
re DCs aktivieren und ihre Expression kostimulierender Molekiile verstarken.3!>3

Die Homdostase und Zellteilung von DCs wird Gber den Lymphotoxin-B-Rezeptor und
FIt3 reguliert.>**” DCs teilen sich in lymphatischen Organen 10-14 Tage, bis sie von
unreifen DCs ersetzt werden.*® Fit3 reguliert auBerdem die Balance zwischen regula-
torischen T-Zellen (Teg-Zellen) und DCs. Kommt es zu einem Verlust von Teg-Zellen

erhoht sich die DC-Zahl durch Zellteilung mittels FIt3-Produktion.>

Regulatory T cell

Innate immunity signals @ Target cell
_ /
- (®

Killer T cell

TLR ligand

CD40L @
@ FcR @
NK cell

Th cell T \ Pt
Ag-Ab complex Target cell l
Adaptive immunity signals Immunoglobulin (Ab)

Abb. 2: Signalwege zur DC-Aktivierung.® DCs spielen eine zentrale Rolle in der Immunantwort. Sie be-
kommen Signale (iber Oberflachenrezeptoren (TLR), welche pathogen assoziierte Rezeptoren erkennen. Zusétz-
liche Signale geben NK-Zellen. DCs regulieren wiederum das adaptive Immunsystem, indem sie positive oder
negative Signale an T-Zellen geben. CD4'-T-Helferzellen liefern Signale fir die CD8'-CTLs und B-
Lymphozyten. Nach der Differenzierung zu Effektorzellen tbernehmen CTL die Eradikation der Zielzellen. Die
T-Helferzellen induzieren mittels CD40L die Reifung von DCs. B-Lymphozyten liefern indirekt Signale durch
die Produktion von Antikdrpern, welche an den Fc-Rezeptoren der DC binden kdnnen und ebenfalls die Reifung

von DCs bewirken.
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1.1.2 Die DCs der Maus

In der Maus wurden drei Arten von DCs beschrieben: die myeloischen, lymphatischen
und plasmozytischen. Der Beweis fiir eine myeloische DC-Linie kommt aus /n vitro
Experimenten, in denen sich myeloische Vorlduferzellen unter dem Einfluss von
»granulocyte monocyte colony-stimulating factor" (GM-CSF) zu Granulozyten, Mono-
zyten und mDCs entwickeln.*® *! DCs kénnen ebenfalls aus lymphatischen Vorlaufer-
zellen entstehen.****

Die plasmozytischen DCs haben in der Maus den Phanotyp CD11c®", CD8a, CD11b,
CD45RA™ und sind wie die humanen pDCs in der Lage auf Grund von viralen oder
mikrobiellen Stimuli groBe Mengen IFN-a zu produzieren.

Eine weiterer, noch nicht sehr gut erforschter DC-Subtyp sind die regulatorischen
DCs (DCrg). Sie bremsen die T-Zellantwort durch die Aktivierung von regulatorischen
CD4*-T-Zellen®™ * und die Produktion von immunsupprimierenden Faktoren*’r %,
Lymphatische (IDCs) und mDCs unterscheiden sich in Phanotyp, Lokalisation und
Funktion. Urspriinglich wurden die DC-Subtypen in CD8a  CD11b™ und CD8a* CD11b
unterteilt. Beide Subtypen exprimieren eine hohe Anzahl von CD11c, MHC-Klasse-II
und kostimulierende Molekiile CD86 und CD40. Es wurde angenommen, dass CD8a
ausschlieBlich myeloischer und CD8a™ DCs lymphatischer Abstammung sind. Dies
wurde allerdings kurzlich durch Studien widerlegt, welche zeigten, dass beide DC-
Arten sowohl aus lymphatischen als auch myeloischen Vorldauferzellen hervorgehen
kdnnen.*™! Studien zu der Kinetik von markierten DC-Subtypen lassen vermuten,
dass die Subtypen nicht auseinander hervorgehen und eine kurze Lebensdauer ha-
ben.> Ein Teil der Differenzierung der Subtypen muss daher kurz nach den hamato-
poetischen Vorlauferzellen erfolgen.

Oberflachenmarker wie CD11c, CD11b, CD8a, CD4, MHC-II und CD45RA werden be-
nutzt, um DC-Subtypen zu charakterisieren und weiter in Populationen zu unterteilen.
In den lymphatischen Organen wie Milz, Knochenmark, Lymphknoten und Thymus
kommen unterschiedliche DC-Subtypen und Populationen vor. In der Milz kommen

alle drei Subtypen von DCs vor und es werden drei unterschiedliche Populationen
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beschrieben: CD8a™-DCs sind CD11b*, 33D1* und B220 und kénnen weiterhin in
CD4" und CD4 unterteilt werden; CD8a*-DCs sind CD205*, CD11b und CD4".>* 3
Alle der Subtypen sind in der Lage T-Zellen zu aktiveren.”® Marker wie DEC-205,
CD1d und CD23 werden in groBer Zahl auf CD8a*-DCs exprimiert.> CD8a*-DCs
kommen in T-Zell-reichen Arealen, den periarteriellen Lymphscheiden (PALS) in der
Milz und Lymphknoten vor. CD8a™-DCs befinden sich in der MZ von LF, kénnen aber
aufgrund von Signalen, wie LPS, in die PALS-Region einwandern.* *® >’ Die CD8a*-
DCs produzieren mehr IL-12 und sind weniger phagozytotisch aktiv als CD8a-DCs.>®
% Es wurde festgestellt, dass CD8a*-DCs in vitro CD4*- und CD8*-T-Zellen weniger
effizient aktivieren als CD8a™-DCs.®" ®2 In vivo scheint es keinen Unterschied zu ge-
ben.”® ¢ CD8a™-DCs prozessieren Antigene und aktivieren T-Zellen mit oder ohne
Stimulation durch LPS, wohingegen CD8a*-DCs nur in Anwesenheit von LPS Antigene

prozessieren und T-Zellen aktivieren kdnnen.®*
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1.2 Die Toll like Rezeptoren (TLR)

TLRs gehdren zu den PRRs und erkennen wenig variable mikrobiologische Merkmale
einer Erregerklasse. Diese Merkmale sind meist essentiell flir das Gberleben der Spe-
zies und kénnen nicht durch Mutation abgedndert werden.® ® Sie werden pathogen-
assoziierte molekulare Muster (,pathogen-associated molecular patterns®, PAMPS)
genannt. Diese PAMPs kdnnen Lipide, Lipoproteine, Proteine und Nukleinsaure von
Mikroorganismen wie Bakterien, Viren, Parasiten oder Pilzen sein.

Das Repertoire an PRRs ist begrenzt, da sie keimzell-kodiert sind.®” Verschiedene
PRR binden an entsprechende PAMPs, |6sen spezifische Expressionsmuster und Sig-
nalkaskaden aus und bewirken eine auf den Erreger zugeschnittene Immunantwort.
PRRs findet man in der Zellmembran, in Zellorganellen wie Endosomen und Lysoso-
men oder frei gelést im Blut, in Gewebefllissigkeit und Sekreten. Zu den sekretori-
schen PPRs gehoéren Collectine, Ficoline und Pentraxine. Mannose bindendes Lektin
(MBL) kommt frei im Blutplasma vor. Transmembrane PRRs sind TLRs, C-Typ Lekti-
ne, der Scavenger-Rezeptor und Dectin-1. Zu den zytosolischen PPRs gehéren unter
anderem der nod-like Rezeptor (NLR), die RIG-I-like Helikase (RLH) und das
~Melanoma Differentiation-Associated Gene 5" (MDA5).

Die TLRs sind die am besten beschriebenen PPRs in Sdugetieren. Sie werden von
verschiedenen Immunzellen wie MF, DCs, B-Zellen, einigen T-Zellen, aber auch auf
Fibroblasten und Epithelzellen exprimiert und spielen eine wichtige Rolle bei der Ab-
wehr bakterieller Infektionen. In Mausen sind bis heute zwdlf verschiedene TLRs be-
schrieben, die bestimmte PAMPs erkennen und eine entsprechende Immunantwort
ausldsen.®” TLR4 erkennt Lipopolysaccharide (LPS), TLR2 Lipoteichonsiure (LTA),
TLR5 Flaggelin, TLR9 die unmyelierte CpG-DNA von Bakterien und Viren, TLR3
doppelstréngige RNA, TLR7 einzelstréngige virale RNA®®. Die TLRs 1, 2, 4, 5 und 6
sind auf der Zelloberflache exprimiert und erkennen hauptsachlich bakterielle Struk-
turen. Die TLRs 3, 7, 8 und 9 befinden sich intrazelluldr in Endosomen sowie Lyso-
somen und erkennen virale Nukleinsdure (siehe Abb. 3). Alle PPRs kdnnen bei einer

Infektion eine Vielzahl antimikrobieller und entzlindlicher Prozesse auslésen, wie Op-
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sonisierung, Aktivierung des Komplementsystems und proinflammatorische Signal-

kaskaden, Phagozytose, bis zur Einleitung der Apoptose.

TLRs kontrollieren die adaptive Immunantwort auf verschiedenen Ebenen. Sie akti-

vieren T,1-%% 7° und CD8*-T-Zellen”!, induzieren die Produktion von Immunglobulinen

und die Bildung des Immungedachtnisses. TLRs beeinflussen die Antigenaufnahme

von DCs? sowie ihre Reifung und Zytokinproduktion’?. Sie regulieren die T-Zell-

Suppression, das Uberleben von aktivierten T-Zellen”®, kontrollieren die B-Zell-

174

Antwort’* und kénnen Memory-B-Zell aktivieren’.

PAMP Detection by TLRs and Other PRRs

Species PAMPs TLR Usage PRRs Involved in Recognition
Bacteria, mycobacteria LPS TLR4
lipoproteins, LTA, PGN, lipoarabinomannan TLR2/1, TLR2/6 NOD1, NOD2, NALP3, NALP1
flagellin TLR5 IPAF, NAIPS
DNA TLR9 AIM2
RNA TLR7 NALP3
Viruses DNA TLR9 AIM2, DAL, IFI16
RNA TLR3, TLR7, TLR8 RIG-I, MDAS, NALP3
structural protein TLR2, TLR4
Fungus zymosan, f-glucan TLR2, TLR6 Dectin-1, NALP3
Mannan TLR2, TLR4
DNA TLR9
RNA TLR7
Parasites tGPI-mutin (Trypanosoma) TLR2
glycoinositolphospholipids (Trypanosoma) TLR4
DNA TLR9
hemozoin (Plasmodium) TLR9 NALP3
profilin-like molecule (Toxoplasma gondii) TLR11

Abb. 3: Ubersicht verschiedener TLRs und PRRs.” Jeder der TLR erkennt eines oder mehrere PAMPs

durch direkte Interaktion mit Molekiilen auf der Pathogen-Oberflache. Es gibt Uberschneidungen zwischen

TLRs und PRRs in der Erkennung von PAMPs.
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1.3 Inflammatorische Zytokine der Phagozyten

Zytokine sind kleine Proteine, die bei Aktivierung oder Stimulierung einer Zelle freige-
setzt werden. Sie sind wichtige Regulatoren der Immunabwehr und kénnen autokrin
(die Zelle selbst beeinflussend), parakrin (benachbarte Zellen beeinflussend) oder
endokrin (systemisch) wirken. Chemokine sind chemotaktisch wirkende Zytokine. Bei
einer Infektion werden von den Epithel- und Endothelzellen Zytokine ausgeschittet.
MF und DCs produzieren selbst Zytokine wie Interleukin-1 (IL-1), IL-6, IL-8 (CXCLS8),
IL-12 und TNF. IL-1 aktiviert das GefaBendothel und Lymphozyten, bewirkt eine lo-
kale Gewebezerstérung und Fieber.”” IL-6 induziert ebenfalls Fieber und die Produk-
tion von Akute-Phase-Proteinen wie ,serum amyloid protein®, C-reaktives Protein,
Fibrinogen und MBL in der Leber.”® IL-12 aktiviert NK-Zellen und induziert die Diffe-
renzierung von CD4*-T-Zellen in Th1-Zellen.”® TNF aktiviert ebenfalls das GefiBendo-
thel und verstarkt seine Permeabilitdt, was zum erleichterten Eindringen von IgG,
Komplement und Leukozyten flihrt und den Abtransport von Lymphfliissigkeit erhoht.
IL-8 ist ein CXC Chemokin, lockt tberwiegend neutrophile Granulozyten an und hat
auf MF wenig Effekt®®. Monozyten wandern nicht nur bei akuten Entziindungen, son-
dern standig in verschiedene Gewebe ein. Einer der Hauptregulatoren fir ihre Vertei-
lung in das Gewebe ist das Chemokin CXCL14°. Wahrend der ersten 12-24h wandern
neutrophile Granulozyten in entzlindetes Gewebe. Zusatzliche Monozyten werden
verzbgert angelockt durch Zytokine und Chemokine, die unter anderem von neutro-
philen Granulozyten produziert werden®. Die wichtigsten sind IFN-y, TNF, IL-1 und
IL-6. Nach 48-72h Uberwiegen dann MF in der Gesamtzahl der Leukozyten. Dieser
Wechsel wird hauptsachlich von IL-6 bewirkt®’.

Naive T-Zellen werden durch verschiedene, von Gewebezellen und MF produzierte
Chemokine in das Gewebe gelockt (CXCL2, 10, 12, CCL2-5, 11, 12, 18). DCs wan-
dern durch die Chemokine CCL2-5 und XCL1 ins Gewebe ein.
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1.4 Aktivierung von T-Lymphozyten

Der entscheidende erste Schritt in der adaptiven Immunantwort ist die Aktivierung
von reifen naiven antigenspezifischen T-Zellen durch professionelle APCs. APCs ex-
primieren drei verschiedene Proteine auf ihrer Zelloberflaiche, die zur T-Zell-
Aktivierung beitragen. (1) MHC-Molekiile, welche einen Teil der in der Zelle umge-
setzten Proteine prasentieren und von T-Zell-Rezeptoren (TCRs) erkannt werden; (2)
Kostimulierende Molekile (CD80, CD86, CD40), die an komplementdre Rezeptoren
auf der T-Zell-Oberflache binden; (3) Zell-Adhasionsmolekiile (CD54, CD58), welche
die T-Zelle lange genug an die APC binden, um aktiviert zu werden. Die Aktivierung
der T-Zellen durch APCs flihrt zu ihrer Proliferation und Differenzierung in Effektor-
zellen. Einige der T-Zellen differenzieren zu Gedachtniszellen. Die Proliferation und
Differenzierung hangt mit der Zytokinproduktion (IL-2) eng zusammen. Es existieren
zwei Typen von Effektorzellen. CD8*-T-Zellen oder auch CTLs, welche auf MHC-I Mo-
leklle geladene, pathogene Peptide erkennen und direkt den Zelltod bewirken kén-
nen. CD4"-T-Zellen erkennen auf MHC-II Molekiile geladene, pathogene Peptide.
Abhéngig von dem Muster der Zytokinsekretion entwickeln sich CD4"-Ty-Zellen in die
Subtypen Thl-, Th2-, Thl7- und Teg-Zellen. Die CD8*-T-Zellen kénnen direkt zytoto-
xisch wirken oder durch Freisetzung einer Kombination aus Perforinen und
Granzymen die Zielzelle in den programmierten Zelltod trieben.

APCs binden naive T-Zellen sehr effizient durch Wechselwirkung zwischen den Re-
zeptoren LFA-1 (CD11¢/CD18), ICAM-3 (CD50) und CD2 auf der T-Zelle sowie ICAM-
1 (CD54), ICAM-2 (CD102), DC-SIGN und CD58 auf APCs.2%* ICAM-3 und DC-SIGN
sind speziell fur die Wechselwirkung zwischen DC und T-Zelle verantwortlich (siehe
Abb. 4).% Durch die relativ schwache kurzzeitige Bindung der Adhasionsmolekiile hat
die T-Zelle genligend Zeit, die Oberflaiche der APC nach einem passenden MHC-
Molekiil abzusuchen. In dem Fall, dass ein TCR seinen spezifischen Liganden er-
kennt, wird durch ein Signal des TCR eine Konformationsanderung am LFA-1-
Rezeptor ausgeldst und so dessen Affinitat erhdht um eine mehrere Tage andauern-

de Bindung sicherzustellen.®® #” In dieser Zeit vermehrt sich die T-Zelle und die Toch-
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terzellen bleiben ebenfalls an der APC haften, um sich zu T-Effektorzellen zu diffe-
renzieren. Dieser Vorgang wird als Priming bezeichnet und beinhaltet drei Signalwe-
ge. (1) Antigenspezifische Signale, welche durch die Bindung des TCR und Korezep-
tor CD4 oder CD8 an einen spezifischen Peptid-MHC-Komplex ausgeldst werden.
Diese Bindung allein kann jedoch keine Differenzierung der T-Zelle ausldsen. (2) Kos-
timulierende Signale wie B7-Molekiile, die auf APCs vorkommen und an den TZR
CD28 binden.®® 0 (3) Verschiedene Zytokine, IL-6, IL-12 und TGF- Signale, welche
die T-Zell Differenzierung in die verschiedenen Subtypen von T-Effektorzellen steu-
ern. Das von den T-Zellen selbst gebildete Zytokin IL-2 steuert in groBem MalBe die
Proliferation und Differenzierung der T-Zellen. Kommt eine T-Zelle mit ihrem spezifi-
schen Antigen in Gegenwart von kostimulatorischen Signalen in Kontakt, so wird die
IL-2-Synthese induziert. Ruhende naive T-Zellen besitzen einen unvollstandigen IL-2-

Rezeptor an der Zelloberflache. Aktivierte T-Zellen kénnen auf sehr geringe IL-2-

Konzentrationen reagieren und sich mehrere Tage lang zwei- bis dreimal taglich tei-
90

len.

DG A

<
MHC-li:peptide QQP\ r’r—
complex O / :

e R,
(o) b,
PP TeR:CD3 D, i
com plex &
-v
6;“‘0 4’1
ol L5

Abb. 4: Bindungsmolekiile zwischen T-Zelle und APC.®® Querschnitt durch die Kontaktflache der ver-
schiedenen Adhésionsmolekiile.
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Unter bestimmten Bedingungen kann eine CD8*-Zelle direkt durch eine virusinfizierte
Zelle aktiviert und zur Autostimulation durch IL-2 angeregt werden.®! Bei der Mehr-
zahl von Infektionen und auch bei der Aufrechterhaltung der Immunantwort erfor-
dert die Aktivierung jedoch eine Stimulation durch APCs und CD4-Effektorzellen (sie-
he Abb. 5).% Die CD8*- und CD4*-T-Zelle binden an derselben APC an verwandte
Antigene. CD40 ist ein TNF-Rezeptor auf DCs, der seinen Liganden auf der T-Zelle
hat und beide Zellen gleichermaBen stimuliert.”® Kostimulatorischen Molekiile der
TNF-Familie sind CD40, CD27 und 4-1BB (CD137).%* CD27 ist ein Rezeptor, der in der
friihen Phase der Aktivierung den CD70-Rezeptor von DCs bindet.>> Der Ligand fiir
den Rezeptor 4-1BB wird auf aktivierten DCs, MF und B-Zellen exprimiert und tragt
ebenfalls zur Kostimulation bei.*® Ein weiteres kostimulierendes Molekiil der CD28
Familie ist ICOS mit seinem Liganden ICOSL, welcher auf aktivierten DCs, Monozyten
und B-Zellen exprimiert wird.”” Der inhibitorische Rezeptor CTLA-4 hat eine 20-mal
hohere Bindungsaffinitat an B7 als CD28 und wirkt hemmend auf die T-Zell-
Proliferation und Differenzierung.’®
Abb. 5: Rolle der CD4"-T-Zelle bei der

Kostimulation.”® CD8*-T-Zellen, welche Anti-

gene auf APCs erkennen, kénnen nur in Anwe-

1 senheit von CD4*-T-Zellen aktiviert werden, die

APC : CDS8

gleichzeitig an dieselbe Zelle gebunden sind.
2 Diese Ko-Aktivierung passiert uberwiegend
durch CD4"-T-Effektorzellen. Sie erkennen
Antigene auf APCs und produzieren vermehrt
IL-2. Die APCs bewirken eine Stimulation der
CD8*-T-Zellen mittel MHC-Molekiilen (1) und
ebenfalls via CD80/CD86, welches an CD28 der
T-Zelle bindet (2). AuBerdem produziert die
APC IL-12 (3).

Bleiben die kostimulierenden Molekile und Zytokine bei einer Antigen-Erkennung des
TCR aus, so wir die T-Zelle nicht aktiviert und geht in einen inaktivierten Zustand
(iber.’% Aktivierte T-Zellen entwickeln sich innerhalb von mehreren Tagen unter IL-2
zu T-Effektorzellen. Die so entstandenen Effektorzellen kénnen in lymphatischen
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Keimzentren mit B-Zellen in Interaktion treten oder die lymphatischen Organe verlas-
sen und ihre Funktion im peripheren Gewebe aufnehmen. T-Effektorzellen sind nicht
mehr auf eine zusatzliche Kostimulation angewiesen und kénnen direkt durch ihr

spezifisches Antigen aktiviert werden.'*!

1.5 Die Gattung Yersinia

Yersinien gehoéren zu der Familie der Enterobakterien. Sie sind fakultativ anaerobe,
gram-negative Stabchenbakterien mit einer optimalen Wachstumstemperatur von 27-
30°C.1%2 Zu den elf bekannten Yersinia-Spezies gehoren die fiir Nagetiere und Men-
schen pathogenen Y. pestis, Y. pseudotuberculosis und Y. enterocolitica. Y. pestis ist
der Erreger der Pest und die beiden Spezies Y. pseudotuberculosis und Y. enterocoli-
tica Verursacher der Yersiniose. Die enterale Yersiniose kann sich beim Menschen in
drei verschiedenen Formen manifestieren: (1) Enteritis mit wassrigen Durchfallen,
abdominellen Schmerzen, Fieber, Kopfschmerzen, Ubelkeit und Erbrechen; (2) termi-
nale Ileitis oder mensenterialer Lymphadenitis mit Symptomen einer Pseudoappendi-
zitits; (3) Septikdamie mit Abszedierung von Milz und Leber, Pneumonie, Meningitis
und Endokarditis.’®® Normalerweise ist die Infektion selbstlimitierend und nur in sel-
tenen Fallen kommt es zu einer systemischen Manifestation, wie postinfektitse reak-
tive Arthritis, Erythema nodosum, Uveitits, Iritis, Glomerulonephritis, Myokarditis oder
Sepsis.!®* 1% Wahrend Y. pestis durch Fldhe, Kot, Speichel und Eiter iibertragen wird,
werden Y. pseudotuberculosis und Y. enterocolitica Gber verunreinigtes Wasser und
Nahrungsmittel aufgenommen. Gemeinsam haben alle drei Arten ihre Affinitat zu
lymphatischen Gewebe und die Fahigkeit, der unspezifischen Immunantwort und T6-
tung durch Phagozyten zu entkommen. Elektronenmikroskopie und zellbiologische
Untersuchungen zeigten, dass Y. pseudotuberculosis und Y. enterocolitica Giberwie-

gend extrazellulére Erreger sind.'%%1%
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1.5.1 Pathogenitatsfaktoren von Y. enterocolitica

Die Bakterien gelangen Ublicherweise Uber kontaminiertes Essen oder Wasser in den

Korper. Die Infektion des Darmes erfolgt im Ileum Uber die M-Zellen (microfold cells)

der Peyer-Plaques.!® ° Die Yersinien kdnnen sich lokal ausbreiten und erreichen

hohe Keimzahlen in den Peyer-Plaques sowie in regionalen Lymphknoten.

Y. enterocolitica besitzt verschiedene Gene fur Virulenzfaktoren, welche auf dem

Bakterienchromosom'!! oder auf dem 70-kb virulenten Plasmid pYV (Plasmid Yersinia

Virulence)''#** |okalisiert sind. Diese Virulenzfaktoren machen es dem Bakterium

moglich, im lymphatischen Gewebe zu Uberleben und sich zu vermehren. Tab. 1 und

2 geben einen Uberblick tiber die verschiedenen Pathogenitétsfaktoren.

Tab. 1: Chromosomal kodierte Pathogenitatsfaktoren von enteropathogenen Yersinia-Spezies

Faktor Funktion

Ail Vermittelt die Adhasion und Invasion der Epithelzellen und Serumresistenz. 16118
Invasin ist ein Adhdsin, welches durch die Bindung an Integrine den Transport der

Inv Bakterie durch die M-Zelle erméglicht. Es ermdglicht das Eindringen in Epithelzellen
und IL-8-Sekretion.!!**%

Myf Fibrillae kénnte als ein Kolonisationsfaktor und somit bei der Entwicklung von Diarr-
hoe eine Rolle spielen.'?®
Die Superoxiddismutase (Sod) ist ein Enzym, welches exogene oxidative Radikale

SodA von Phagozyten unschadlich macht. Es befahigt die Bakterien, Leber und Milz zu
kolonisieren, jedoch nicht die Peyer-Plaques.'®

vet Hitzestabiles Enterotoxin, stimuliert die Guanylatzyklase intestinaler Epithelzellen
und fiihrt zu Diarrhoe.3%1%
HPI kodiert das extrazelluldre Siderophore Yersiniabactin (Ybt). Es ermdglicht den

HPI Bakterien, sich unter Eisenmangel zu vermehren. Ybt sorgt méglicherweise flir eine

Immunsuppression von B- und T-Zellen, MF und Granulozyten. Gene fiir die Ybt-

Synthese, -Transport und -Regulation sind in HPI gebiindelt.'****
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Tab. 2: Plasmid kodierte Pathogenitatsfaktoren von enteropathogenen Yersinia-Spezies

Faktor Funktion

Zytokin, das als GAP (GTPase aktivierendes Protein) auf Proteine der Rho-Familie

YopE
wirkt. Blockt Phagozytose und trennt Aktinfilamente, 33
Phosphotyrosin-Phosphatase, dephosphoryliert fokale Adhasionsmolekiile von Neu-
YooH trophilen und MF. Ist fir Gber 50% der antiphagozytischen Aktivitat von Yersinien
op

verantwortlich. Unterdriickt T- und B-Zell-Aktivierung und den oxidativen Burst der
MF.140-145

Serin-Threonin-Kinase wird von G-Aktin aktiviert und bewirkt die Autophosphorylie-
YopO (YpkA) | rung von Serin-Proteinen. Trennt Aktinfilamente und interagiert mit RhoA und

Racl 146-148

Sehr saures Protein, enthdlt Leucin-reiche Wiederholungen (LRRs). Es gelangt zu

YopM

dem Zellkern mittels Vesikel-vermittelten Transports.'4%1%2

Cysteinprotease, interagiert mit Mitgliedern der Familie der mitogen-aktivierten Pro-
Yopp teinkinasen (MAPK) und IKB-Kinase. Die MAPK und NF-kB Signalwege werden un-

terbrochen, was zu verminderter Ausschiittung von proinflammatorischen Zytokinen

und der Induktion von Apoptose in MF und DCs fiihrt. 53158

Zerstorung von Aktin-Stressfaser durch Modifikation von RhoA, welches sich von der
Yort Plasmamembran [8st und als monomeres Protein im Zytosol anfllt,'>%6!

Vermittelt die Haftung an Epithelzellen und Phagozyten. Bindet an Kollagen, Fibro-
YadA nectin und Laminin. Es schiitzt Y. enterocolitica gegen die Elimination durch Granu-

lozyten und Lyse mittels Komplementfaktoren durch die Bindung von Faktor H.16%16>
Larv Verhindert die Synthese von TNF und IFN-y und unterdriickt die Chemotaxis von

Neutrophilen. Induziert die IL-10 Produktion in MF,166:168

1.5.2 Typ 111 Sekretionssystem (TTSS) von Y. enterocolitica

Mittels des TTSS sind gramnegative Bakterien in der Lage, Effektorproteine direkt in
das Zytosol der Wirtszelle einzubringen.'®® Diese Proteine kénnen Prozesse in der
Wirtszelle zum Vorteil des Bakteriums verdandern. Bis heute sind 20 verschiedene

TTSS aus pflanzlichen und tierischen Pathogenen identifiziert.!’® Das pYV codiert fiir
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die Yop Virionen, welche virulente Proteine (Yops) und das Typ III Sekretionsappara-
tur (Ysc) enthalten.'”?

Wenn Yersinien mit eukaryotischen Zellen in Kontakt kommen, bilden sie spritzen-
ahnliche Organellen an ihrer Oberflache aus. Diese Organellen heiBen Ysc Injekto-
somen und sind Proteinpumpen, welche sich tber die zwei Bakterienmembranen und
die Schicht aus Peptidoglykanen erstrecken (siehe Abb. 6). Das gesamte Injektosom
besteht aus 27 Proteinen. Die zehn Proteine im inneren Teil des Bakteriums ahneln
dem Aufbau des Flagellums, was auf einen gemeinsamen evolutiondren Ursprung
hinweist. Der externe Teil ist eine homomultimerische ringférmige Struktur, mit einer
zentralen Pore von ca. 50 A.17% 173 Das Injektosom endet mit einer 60-80 nm langen
und 6-7 nm weiten Nadel, deren Lénge genetisch festgelegt ist.!’* Die zur Sekretion
durch das Injektosom vorgesehenen Yops haben keine klassische Signalsequenz.!”®
Allerdings ist fur die Sekretion ein Minimum von 15 Aminosaureriickstanden an dem
NH,—terminalen Ende der Yops notwendig.'”® *’” Einige Yops haben individuelle Cha-
perone, sogenannte Syc-Proteine.

Bei dem Kontakt mit einer eukaryotischen Zelle bindet das Bakterium mittels des Ad-
hasins YadA an Integrine auf der Zelloberfladche. Der Sekretionskanal des Injekto-
soms Offnet sich und Yops werden ausgeschiittet. Es gibt zwei Kategorien von Yop-
Proteinen: Intrazelluldre Effektoren und Translokatoren, welche die Effektoren in das
Zytosol der eukaryotischen Zelle einschleusen. Die Translokatoren (YopB, YopD,
LcrV) formen eine Pore in der eukaryotischen Zellmembran von 16-23 R. Sechs Effek-
tor-Yops wurden bereits beschrieben (YopE, YopH, YopM, Yopl/P, YopO/YpkKA,
YopT). YopH ist eine starke Phosphotyrosin-Phosphatase, die antiphagozytisch wirkt,
indem sie fokale Adhdsionsproteine der Wirtszelle dephosphoryliert und somit die
Erkennung durch Phagozyten verhindert.}”® YopE und YopT inaktivieren GTPase
kontrollierte Zytoskelettbewegungen und tragen zur antiphagozytischen Wirkung
bei.!8% 182 yopP wirkt antiinflammatorisch, indem es die Aktivierung von Transkripti-
onsfaktoren blockiert, auBerdem induziert es Apoptose in MF und DCs. In DCs leitet
YopP die Apoptose hauptsachlich durch Inaktivvierung der MAPKs p38 und c-Jun-N-

terminale Kinase (JNK) ein. Dagegen fiihrt in MF die Inaktivierung des Transkripti-
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onsfaktor NF-xB und die daraus resultierende verminderte Synthese von antiapopto-

d 183

tischen Faktoren zum Zellto
bekannt (siehe Tab. 2).

Weniger ist Uiber die Kinasen YopO/YpkA und YopM

Macrophage
L -
YopO/YpkA <>
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L -
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Abb. 6: Struktur des Injektosom und Injektion von Yops in die Zielzelle.”* Gibt man Yersinien bei 37°C
in ein reiches Umfeld, wird das Ysc-Injektosom aufgebaut und ein Vorrat an Yop-Proteinen wird synthetisiert.
Waéhrend ihrer intrabakteriellen Phase werden einige Yops mit ihrem spezifischen Syc-Chaperon versehen. Bei
Kontakt mit einer eukaryotischen Zielzelle interagieren die Adhasine YadA oder Inv mit den Integrinen und das
Bakterium bindet an die Zelloberflache. Anschlielend 6ffnen die Sekretionskanale und Yops werden exportiert.
YopB und YopD formen eine Pore in der Zielzellmembran und die Effektor-Yops werden in die eukaryotische

Zelle injiziert. YopM wandert in den Zellkern. EM = AuBenmembran, P = Peptidoglycen, IM = Plasmamembran

1.5.3 Die Immunantwort auf Y. enterocolitica

Y. enterocolitica sind enteroinvasive Erreger, welche von spezialisierten follikelassozi-
ierten Epithelzellen in den Peyer-Plaques, den M-Zellen, aufgenommen werden.!% 184
M-Zellen exponieren B1-Integrine an ihrer apikale Oberflache, an welche das Protein
Invasin der Yersinien binden kann.!8518” M-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der

Ubermittlung von Antigenen aus dem Darmlumen zum lymphatischen Gewebe der
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Schleimhaut. Sie nehmen Uber ihre apikale Seite aus dem Darmlumen Makromolekill,
Bakterien, Viren sowie Parasiten auf und geben diese direkt an Zellen des adaptiven
Immunsystems weiter.'® Das Eindringen von Yersinien (iber diesen Weg hat Vor-
und Nachteile. Einerseits nutzen die Yersinien die M-Zellen als Struktur fir die Inva-
sion von lymphatischem Gewebe und ihre weitere Ausbreitung. Andererseits wird das
Immunsystem durch das Eindringen der Bakterien unmittelbar aktiviert und es kann
eine effektive Abwehr eingeleitet werden.

Einen Tag nach der M-Zell-Invasion durch Y. enterocolitica finden sich kleine Mikro-
abszesse aus Granulozyten und extrazellular lokalisierten Yersinien in den Peyer-
Plagues.!% 18 Yersinien haben effiziente Mechanismen, wie das Membranprotein
YadA und Yop-Effektorproteine, entwickelt, um die angeborenen Abwehr des Wirtes

zu umgehen. Yersinien zeigen eine gewisse Resistenz gegeniber Phagozytose durch

MF190, 191 143, 162, 192. Nach

und Granulozyten ihrer Replikation in den Peyer-Plaques
verteilen sich die Bakterien entlang der Lymphbahnen und méglicherweise auch liber
den Blutweg in die mesenterischen Lymphknoten, Milz, Leber, Lunge und periphere
Lymphknoten.'® Die adaptive Immunantwort spielt eine Schliisselrolle in der Beseiti-
gung einer Yersinien-Infektion. Es ist bereits demonstriert worden, dass eine Infekti-
on mit Yersinien zu einer starken T-Zell-Antwort, mit Aktivierung und Proliferation
von CD4*- und CD8*-T-Zellen, fiihrt.3" 1%31% Mause mit unzulanglichen T-Zellen sind
unfahig, Yersinien zu kontrollieren, und entwickeln eine progressive und fatale Infek-
tion.!*® Ein Transfer von yersinienspezifischen CD4*- und CD8*-T-Zellen in nicht im-
mune Mause Ubermittelt eine bestandige Resistenz gegeniber der normalerweise
letalen Yersinien-Infektion.'®* Diese protektiven CD4*- und CD8*-T-Zellen produzie-
ren die Zytokine IFN-y und IL-2, aber nicht IL-4 oder IL-10. Es kann demnach ange-
nommen werden, dass Tnl-Zellen, oder IFN-y produzierende CTLs bei einer Yersi-
nien-Infektion eine schiitzende Wirkung haben.®% 19% 195199 T 1_7allen produzieren
hauptsachlich IFN-y, welches erwiesenermaBen MF aktivieren kann, die dann Patho-
genen phagozytieren kdnnen.

Die Rolle von Zytokinen in der Yersinien-Infektion wurde umfangreich an Mausstam-

men untersucht, die relative anféllig (z.B. BALB/c) oder resistent (z.B. C57BL/6) ge-
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geniiber einer Yersinien-Infektion sind.?*® Ein Grund fiir diese unterschiedliche Anfél-
ligkeit von Mausen liegt in ihrer Fahigkeit, die Tn1-Antwort und IFN-y -Produktion ef-
fektiv in Gang zu setzen.?®! Yersinienresistente C57BL/6-Mause konnten anfillig fiir
Yersinien gemacht werden, indem man IFN-y /n vivo mit monoklonalen Antikérpern
neutralisierte. Andersherum konnten BALB/c-Mause durch Behandlung mit IFN-y re-
sistent gemacht werden.? Diese Versuche zeigen, dass IFN-y ein zentrales protekti-
ves Zytokin wahrend einer Yersinien-Infektion ist. An Mausstammen mit einem feh-
lerhaften Zytokin oder Zytokinrezeptor lieB sich ebenfalls die Wichtigkeit der Zytokine
TNF, IL-12, IL-18 und IFN-y zeigen.3% 19> 199,202

Im Gegensatz zu den T-Zell erkennen freie Antikbrper das Membranprotein YadA von
Y. enterocolitica.”® Bei einer Infektion mit Y. enterocolitica wirkten Antikérper gegen
LcrV, F1-Antigen und YopD protektiv. Diese Untersuchungen lassen vermuten, dass
wahrscheinlich unterschiedliche Antigene in der zelluldaren und humoralen Immun-

antwort eine Rolle spielen.

1.5.4 Yersinia enterocolitica als Trager von Impfstoffen

Viele Antigene besitzen nur eine geringe immunogene Aktivitat und missen deshalb
mit Adjuvantien oder Tragern versehen werden. Die Bildung einer antigenspezifi-
schen Immunitat erfordert die Aktivierung von T-Zellen, was durch Adjuvantien als
Tragerstoffe oder Lebendtrager erreicht werden kann. Abgeschwachte
enteropathogene Yersinien, welche heterologe Antigene exprimieren, werden als
vielversprechende Kandidaten fiur die Entwicklung orale Lebendimpfstoffe
gesehen.2°4' 205

Yersinien sind Uberwiegend extrazelluldare Erreger, kdnnen jedoch Uber ihr Typ III
Sekretionssystem (TTSS) Antigene in APCs einbringen. Es existieren verschiedene
Ansdtze fir die Entwicklung von Impfstoffen aus Y. enterocolitica. Immunstimulie-
rende Proteine von Y. enterocolitica wie Invasin werden an Mikropartikel gebunden
und kénnten als Adjuvantien fiir Impfstoffe genutzt werden.'? 2% Buhler et a/. impf-
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ten Mause mit einem, auf Mikropartikel gebrachten, Hybridprotein aus Invasin sowie
Ovalbumin und konnten sowohl eine CD4- als auch eine CD8-T-Zell-Antwort induzie-
ren.?”” Ein dhnlicher Ansatz ist, Proteine wie Invasin als Zusatz fiir andere Lebend-
impfstoffe zu verwenden. Critchley-Thorne et al. zeigten, dass die Co-Expression von
Invasin, OVA und Lysteriolysin-O in £. coli, bei oraler Lebendimpfung, zu einer effek-
tiven Abtdtung von OVA exprimierenden Tumorzellen fiihrte.?®® Suzuki et al. be-
schrieben die effektive Nutzung einer, Invasin exprimierenden, nichtinvasiven
Shigella-Mutante als Lebendimpfstoff gegen Shigella-Infektion.?*

Andererseits kdnnen lebende, veranderte Yersinien mit ihrem TTSS als Antigentrans-
porter fungieren. Um abgeschwachte Yersinien-Stdmme herzustellen, werden Gene
von virulenten Proteinen wie Yops, Invasine, SodA und Irp-1 ausgeknockt. Dies er-
fordert allerdings genaue Kenntnisse Uiber die Funktionen unterschiedlicher Yops und
ihrer Rolle im TTSS (siehe Tab 1 und 2). Eine verstarkte CD8-T-Zell-Antwort wurde
bei einer oralen Infektion mit einer Y. enterocolitica YopP-Mutante gezeigt.?'° AuBer-
dem konnten Trilzsch et al. eine Immunisierung gegen L. monocytogenes mit einer
Y. enterocolitica YopP Mutante erreichen.’® Abgeschwéchte Y. enterocolitica Stamme
wurde in verschiedenen Versuchen als Trager von Lebendimpfstoffen im Maus-
Infektionsmodell getestet. Sory et a/. benutzten den niedrig virulenten Y. enterocol/-
tica Stamm 0:9, um eine Immunisierung gegen Cholera Toxin B und 7rypanosoma
cruzi zu erreichen.?'! 212 Lotter et al. verwendeten eine Y. enterocolitica irp1-Mutante
als oralen Impfstoff gegen Amdbiasis.?'*> Gundel et al. erreichten eine Abwehr gegen
das Masernvirus, bei der Immunisierung mit der veranderten Y. enterocolitica sodA-
Mutante.”!* Nichtsdestotrotz sind die verdnderten Yersinien-Stimme gréBtenteils
noch zu virulent, als dass sie als Lebendimpfstoffe genutzt werden kdnnten. Es sind
noch weitere Studien nétig, um zu untersuchen, welche der Yop-Proteine die beste
Immunstimulation bei geringer Virulenz bewirken. Zusatzlich ist es nétig, die Im-
munmodulation von DCs durch die Pathogenitatsfaktoren von VY. enterocolitica zu
untersuchen, da DCs eine wichtige Rolle in der T-Zell-Aktivierung einnehmen. Hier-
durch soll eine Basis geschaffen werden, auf welcher Yersinia-Mutanten als Trager

fur Lebendimpfstoffe ausgewahlt werden kdnnen.
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1.6 Die Milz

Die Milz ist ein bekapseltes Organ im linken Oberbauch. In der Maus betragt das
Normalgewicht der Milz ca. 0,1 g. Das Grundgerust der Milz besteht aus retikuldrem
Bindegewebe und wird in weiBe und rote Pulpa (RP) eingeteilt. Als weie Pulpa (WP)
wird die Gesamtheit des lymphatischen Gewebes der Milz zusammengefasst.

Das Blut gelangt Uber die in den Trabekeln (Balken) verlaufenden groBen Arterien in
die Milz. Nach Verlassen der Trabekel treten die Arterien in die Milzpulpa als Zentral-
arterien ein. Hier sind sie von einer Manschette aus lymphatischem Gewebe, der
PALS, umgeben. Die PALS sind die T-Zell-Areale der Milz und bestehen aus Lympho-
zyten und Zellen des Grundretikulums (siehe Abb. 7).

Um die weitere Aufzweigungen des arteriellen GefaBbaums sind die LF der Milz an-
geordnet. Der Follikel besteht aus Keimzentrum (GC), Mantelzone und Marginalzone
(MZ). Entsprechend sind diese von einer zentral oder parazentral verlaufenden klei-
nen Arterie durchzogen. Sobald diese Arterie den Follikel verlassen hat, zweigt sie
sich pinselartig in zahlreiche Arteriolen auf. An die Pinselarterien schlieBen sich die
Hilsenkapillaren an. Die Hilsen bestehen aus MF und DCs, die mit ihren Auslaufern
in das GefaB hineinragen und Antigene aus dem Blut aufnehmen, welche sie wiede-
rum in der T- und B-Zell-Zone des LF prasentieren.

Als rote Pulpa wird die Gesamtheit der mit roten Blutkdrperchen gefiillten Sinus und
des Pulpamaschenwerks bezeichnet. Sie macht 75% des Gewebes aus und ist fir
den Abbau von Erythrozyten und Thrombozyten zustdndig. Nachdem sich die Arte-
rien verzweigt haben, flieBt das Blut aus offenen Kapillaren in die Pulpastrdnge. Hier
befindet sich der Ubergang zwischen roter und weiBer Pulpa, welcher auch parafolli-
kulare Zone (PFZ) genannt wird. Die Pulpastrange bestehen aus einem Netz aus Fib-
rozyten und retikuldren Fasern. Hier sitzen zahlreiche Plasmazellen und MF, die alte
Thrombozyten und Erythrozyten erkennen und abbauen. AnschlieBend werden die
Blutbestandteile wieder von diinnwandigen, groBlumigen Sinus aufgenommen und in

die Venen zuriick geleitet. 2 *1°
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Abb. 7: Die Struktur des lymphatischen Gewebes in der Milz.*" Das linke Bild zeigt die VergroBerung
eines kleinen Kompartiments einer Milz. Es zeigt die Zonen der WP um die Zentralarteriole. Um die Zentralarte-
riole angeordnet ist die PALS oder T-Zell-Zone. T-Lymphozyten und antigenbeladene DCs kommen hier zu-
sammen. Die Follikel bestehen zum groRten Teil aus B-Lymphozyten. In sekundéren Follikeln ist die GC umge-
ben von einer Krone aus B-Lymphozyten. Die Follikel sind umgeben von der sogenannten MZ. In der kleinen
Zone der WP flief3t Blut, beladen mit Lymphozyten und Antigenen, von der Trabekelarterie in die Zentralarterio-
le. Von dieser Zentralarteriole gehen Kkleinere Arterien ab, welche dann in der PFZ enden. Die PFZ umgibt wie-
derum die MZ. Zellen und Antigene gelangen durch den blutgefiiliten Raum in die perifollikuldre Zone. Die
rechte Seite zeigt einen Querschnitt durch mehrere Follikel. Dapi-Zellkernfarung oben und schematische Dar-
stellung der Follikelzonen unten. Gelb = Marginalzone, Rot = Zentralarteriole, Hellblau = PALS, Griin = B-Zell-

Zone, Dunkelblau = VVendse Sinus.

1.6.1 Verteilung der Immunzellen in der Milz

Die T-Zellen befinden sich groBtenteils in der PALS und einige wenige in der MZ der
Follikel. Die MZ liegt der PALS und den LF locker an und ist die Eintrittspforte in die
weiBe Pulpa. In der MZ befinden sich MF und unreife DCs. Auch wenige T- und B-

Zellen sowie Plasma und Gedachtniszellen sind dort zu finden. MF und DCs filtern
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Krankheitserreger, l6sliche Antigene und Antigen-Antikdrper-Komplexe aus dem Blut.
Sobald eine DC durch ein Antigen aktiviert wurde, wandert sie in die T-Zell-Zone ein,
um dort das Antigen zu prasentieren.?'® %1% In den Follikel befinden sich {iberwiegend
B-Zellen in verschiedenen Reifestadien. Da B-Zellen nicht nur durch den Kontakt mit
einem Antigen aktiviert werden, sondern ebenfalls durch Ty-Zellen aktiviert werden
mussen, wandern sie beim Eintritt in die Milz durch die T-Zell-Zone, wo sie mit diesen
Zellen in Kontakt kommen. Das GC des Follikels enthalt aktivierte B-Zellen, die ver-
schiedene Stadien von Differenzierung und Proliferation durchlaufen. Zusatzlich
kommen follikuldre dendritische Zellen (FDCs), Tn2-Zellen und MF vor. In der MZ be-
finden sich ruhende kleinere B-Zellen.?*°

Die B- und T-Lymphozyten finden ihre Region liber ihre charakteristische Zusammen-
setzung von Rezeptoren flr spezielle Chemokine. Eine groBe Rolle fir die Ausbildung
der unterschiedlichen Zellzonen in sekundaren lymphatischen Organen spielen die
TNF-Familie und die Lymphotoxine (LT). TNF ist unter anderem an der Organisation
der weiBen Pulpa und der Differenzierung der FDCs beteiligt.??! LT triggern die Diffe-
renzierung von Mesenchymzellen, Stromazellen und DCs und lésen die homdostati-
sche Chemokinproduktion aus.??? Knockout-Méuse fiir verschiedene Chemokine der
TNF-Familie und LT zeigen eine gestorte oder fehlende Ausbildung von Lymphkno-
ten, Peyer-Plaques und Milz.?%

Homoostatische Chemokine wie CCL19 und 21 und CXCL13 ermdoglichen die Einwan-
derung von APCs, T- und B-Zellen in sekundadre lymphatische Organe. DCs und
Stromazellen exprimieren unterschiedliche Chemokine in den Zell-Zonen der lympha-
tischen Organe. In der T-Zell-Zone bewirken CCL 19 und 21 eine T-Zell Ansammlung.
Das in der B-Zell-Zone exprimierte CXCL13 lockt B-Zellen an.?** Die Bewegung reifer
B-Lymphozyten an die Grenze der T-Zell-Zone, wo sie mit aktivierten T-Zellen inter-
agieren, hangt von ihrer jeweiligen Empfindlichkeit gegenliber den Chemokinen CCR7
und CXCR5 ab.*?
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1.7 Zielsetzung

DCs spielen durch ihre Fahigkeit T-Zellen zu aktivieren eine essentielle Rolle in der
Immunabwehr von Y. enterocolitica. Sie gehdren zu den APCs, welche sowohl in der
Peripherie des Korpers als auch in zentralen lymphatischen Organen vorhanden sind.
Sie nehmen standig Antigene aus ihrer Umgebung auf, um sie anschlieBend auf ihrer
Zelloberflache mittels MHC-II Molekilen T-Zellen zu prasentieren. Aoshi und Muraille
et al. haben bereits eine DC-Migration von der MZ in die T-Zell-Zone wahrend einer
Infektion mit L. monocytogenes gezeigt. 2% 219

Zahlreiche Zellmediatoren spielen in der Immunabwehr von Y. enterocolitica eine
Rolle. TLRs sind wichtige membranstandige Rezeptoren, welche pathogen assoziierte
Muster auf Bakterien (PAMPs) erkennen und eine Immunantwort auslésen
kdnnen.??® %?” Sie werden von verschiedenen Immunzellen, darunter auch DCs, ex-
primiert und l6sen bei ihrer Aktivierung eine Reihe von Signalkaskaden aus, an wel-
chen die Adaptermolekiile MyD88 und TRIF beteiligt sind.??® Versuche der Arbeits-
gruppe, in denen die Anzahl der DC mittels Durchflusszytometrie (FACS) wahrend
einer Yersinien-Infektion gemessen wurde, zeigten eine Reduktion von DCs in der
Milz von C57BL/6 und MyD887-Mausen.??® In TLR2x4”"- und TRIF"-M&usen war die-
se Reduktion nur in geringem MaBe vorhanden.

Yersinien sind Uberwiegend extrazellulare Bakterien. Sie sind jedoch in der Lage mit-
tels eines Adhasins (YadA) an eukaryotische Zellen zu binden und mit Hilfe eines In-
jektionsapparates Effektorproteine (Yops) in die Zelle zu injizieren. Dadurch wird die
Aktivierung von Transkriptionsfakoren gehemmt und eine verminderte Phagozytose,
Antigenprozessierung, Zytokinproduktion und Differenzierung der DCs bewirkt. #3023
AuBerdem kann die Apoptose in MF und DCs eingeleitet werden.'®® Aidkins et al.
konnten bereits eine Interaktion von Y. enterocolitica und DCs in vitro fluoreszenz-
mikroskopisch darstellen.

In dieser Arbeit sollte histologisch die Verteilung und Anzahl von DCs innerhalb der
Milzstrukturen vor und wahrend der Infektion mit Y. enterocolitica untersucht wer-

den.
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Ein weiteres Ziel war es, festzustellen, ob sich die durchflusszytometrischen Ergeb-
nisse histologisch durch unterschiedlich starke Abszessbildung und verringerte Anzahl
von DCs in der Milz wahrend einer Infektion mit Y. enterocolitica widerspiegeln.

AuBerdem soll /n vivo der Kontakt zwischen Y. enterocolitica und DCs fluoreszenzmik-
roskopisch abgebildet und eine mdgliche intrazelluldre Lokalisation sowie

Kolokalisation von Yersinien untersucht werden.
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2

Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Versuchstiere

Fir die Experimente wurden weibliche Mause der folgenden Stémme bzw. Zuchtli-

nien verwendet:

C57BL/6JolaHsd (Harlan Winkelmann GmbH, Borchen)

129SvxC57BL/6JolaHsd (Eigene Zucht)

TLR27'XTLR4”" doppelt-defiziente Mause (C57BL/6x129/Sv-Hintergrund) tra-
gen sowohl im TLR2 als auch im TLR4 eine Mutation. Dieser Mauslinie ist nicht
in der Lage, (iber TLR2 und TLR4 Signale weiterzugeben.?*®

TRIF' defiziente Mause wurden in den Laboratorien von Bruce Beutler (La
Jolla, San Diego, USA) generiert. Die Mause sind nicht in der Lage, lber den
TRIF-Weg Signale weiterzugeben.?’

MyD887" defiziente Mause weisen kein intrazelluldres Adaptermolekiil MyD88
mehr auf. Diesen Madusen ist es nicht mdglich, MyD88-Signale

weiterzuleiten.??®

Die Mause wurden vom Ziichter gekauft und hatten flinf bis sieben Tage nach Anlie-

ferung Zeit, sich an die neuen Haltungsbedingungen zu gewdhnen, bevor mit den

Experimenten begonnen wurde. Alle anderen Mdause wurden von der Arbeitsgruppe

gezlichtet. Die Untersuchung der Tiere fand durchschnittlich im Alter von 6-12 Wo-

chen statt. Die verwendeten Mausstamme wurden unter spezifisch-pathogenfreien

(SPF) Bedingungen, Wasser und Futter ad /ibitum, bis zu finf Tiere in einem Kafig,

kiinstlicher Tag-Nacht-Zyklus in den Tierstallen des Universitatsklinikums Tiibingen

gehalten. Die Durchflihrung der in dieser Arbeit vorgestellten Tierversuche wurde

unter der Tierversuchsnummer IM5/08 und der Anzeige 09.10.2007 durch das Regie-

rungsprasidium Tlbingen genehmigt.
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2.1.2 Bakterienstamm

Wildtypstamm: Yersinia enterocolitica pYV* Serotyp 0:8, WA-314; klinisch isoliert;

enthalt das Virulenzplasmid pYV und ist resistent gegentiber Nalidixinsaure.

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie/Reagenz

1,4% PFA-Fixierlosung

Aceton

BSA

DAPI (4’,6-Diamidino-2-phenyindole)

Entellan

Eosin-G Losung 0,5%
Esel Serum

Ethanol

FCS

Fluoprep

Formamid

Glycerin

Mayers Hamalaunldsung
Mowiol

NaCl

PBS Dulbecco w/o Ca2* Mg2*
Ratten Serum

Rotihistol

SDS ultra pure

Tris

NGS (Ziegen Serum)

Hersteller
Sigma-Adrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Biomol, Hamburg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Dianova, Hamburg
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
BioMérieux, Nirtingen
Ambion, UK
MerckKGaA, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Calbiochem, Bad Soden
Merck, Darmstadt
PAA Laboratories, Osterreich
Dianova, Hamburg
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
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2.1.4 Medien und Puffer

Medium Herstellung

PBS 4 mM KH2PO
16 mM Na2HPO4
115 mM NaCl

Anti-FcgRII/III mAb (FC-Block) Eigene Produktion, hybridoma supernatant
2.4G2 Zelllinie

Hybridisierungspuffer 72ml 5M NaCl
8ml 1M Tris
240ml Aqua dest

2.1.5 Antikorper

Tab. 3: Ubersicht der verwendeten Antikorper

Epitop Anti- Format Klon Isotyp Hersteller
Maus CD4 (L3 T4) | Unkonjugiert | RM4-5 Ratte IgG2ak BD Pharmingen™
Maus CD8a Unkonjugiert |53-6.7 Ratte 1gG2ak BD Pharmingen™
Maus CD11c Biotin HL3 Hamster IgG1 BD Pharmingen™
Maus Wa-vital polyklonal | Kaninchen IgG Eigene Herstellung
Maus CD16/32 Purifiziert 2.4G2 Ratte IgG2ak Eigene Herstellung
Ratte IgG (H+L) Unkonjugiert |polyklonal |Ziege IgG, Fab-Fragment | Dianova

Tab. 4: Ubersicht der Sekundarantikérper

Fluorchrome Format Antikorper Hersteller
Cy-5 Eonjuglert, Fab- Esel anti Ratte IgG (H+L) | Jackson Immuno Research
ragment
Cy-2 konjugiert Esel anti Ratte IgG (H+L) | Jackson Immuno Research
Alexa-Fluor 594 | konjugiert Ziege anti Maus IgG Molecular Probes, Invitrogen
Alexa-Fluor 488 Eonjuglert, Fab- Ziege anti Kaninchen IgG | Molecular Probes, Invitrogen
ragment
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2.1.6 FISH Sondenmix

Sondenmix

16S rRNA-Sonde, Yersinien spezifisch®*?

2.1.7 Kitsysteme

Kitsystem

Streptavidin/Biotin Blocking Kit

2.1.8 Gerate

Gerat

ApoTome

Autoklav

Cryotom
Fluoreszenzmikroskop
Fluoreszenzbeleuchtung
Injektionskammer
Handdispenser
Konfokalmikroskop
Mauskafig (IVC)
Mikroskop

Mikroskop

Pipetten

Pipettierhilfe
Sterilisator

Sterilwerkbank

Modell

5075 ELV

Leica CM 3000
Axiovert 200 M
X-Cite Series 120

Multipette plus
TCS SP2
Sealsafe 1284
Axiovert 25
BX51

Pipetus
Heraeus 6120
HERA Safe

Hersteller

biomers, Ulm

Hersteller

Vector Laboratories, USA

Hersteller

Carl Zeiss, Jena

Tuttnauer Systec

Leica Microsystems, Wetzlar
Carl Zeiss, Jena

Exfo, Kanada

Vetter, Ammerbuch
Eppendorf, Hamburg

Leica Microsystems, Wetzlar
Techniplast, HohenpeBen
Carl Zeiss, Jena

Olympus, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Hirschmann, Eberstadt

Thermo Fisher Scientific Inc., USA
Thermo Fisher Scientific Inc., USA
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Vortexer VortexGenie2
Hybridisierungsofen
1083

Biofuge fresco

Wasserbad

Zentrifugen

Scientific Industrie, USA

Hybaid, Heidelberg

GFL, Burgwedel

Thermo Fisher Scientific Inc., USA

2.1.9 Plastik- und Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Deckglaser 24 x 60 mm
Einwegpipetten

Whatman Filterpapier

Fixo gum

Glaseinsatz 70mm

Glaskasten und Farbegestell
Glaskolben und Flaschen
Handschuhe (Latex)
Handschuhe (Nitril)

Histo Tubes

Immersionsol

Microtome Blades C35

PAP Pen

Parafilm

Pasteurpipetten

Pipettenspitzen 200l
Pipettenspitzen 200 - 1000yl
ReaktionsgefaBe (0,5 ml, 2 ml)
ReaktionsgefaBe (15 ml, 50 ml)
Superfrost Plus Objekttrager 76 x 26 mm
Tissue Tek O.C.T.™ Compound

Hersteller

Langenbrinck, Emmendingen
BD Biosciences, Heidelberg
Millipore, Eschborn
Marabuwerke, Tamm

Leica Biosystems, Nussloch
Schubert & Weiss, Mlinchen
Schott Duran, Mainz

Ansell Healthcare, Belgien
Kimberly Clark, USA

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Zeiss, Jena

Pmf Medical AG, KoéIn
Abcam plc, UK

Bemis, USA

WU, Mainz

Sarstedt, Nurnberg
Ratiolab, Dreieich
Eppendorf, Hamburg

BD Biosciences, Heidelberg
Langenbrinck, Emmendingen

Sakura Finetek, Staufen
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2.1.10 Software

Programm Hersteller

Adobe Photoshop Adobe Systems, Irland

Axio Vision Release 4.7.2. Carl Zeiss, Jena

Cell"B Olympus, Hamburg

Graph Pad Prism 4.0 GraphPad Software, USA
Leica Confocal Software Leica Microsystems, Wetzlar
Microsoft Excel Microsoft, USA

2.2 Methoden

2.2.1 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 Rotlicht-
lampe bestrahlt, um durch die daraus folgende Kreislaufanregung eine Vasodilatation
der Schwanzvene zu bewirken. AnschlieBend wurden die Tiere in eine Injektions-
kammer gesetzt und 200 ul der zuvor angefertigten Bakterienzellsuspension intrave-

nos injiziert.

2.2.2 Entnahme der Milz

Die Mause wurden mittels CO,-Gases und anschlieBender zervikaler Dislokation ge-

maB den geltenden Tierschutzregeln getdtet. Danach wurde die Milz aseptisch ent-

nommen und das Gewicht mittels Feinwaage bestimmt. AnschlieBend wurde die Milz

in Tissue Tek eingebettet und bei -80°C eingefroren.
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2.2.3 Herstellung und Fixierung von Gefrierschnitten

Das Gewebe wurde in der Cryokammer auf -20°C gebracht, die Objekttisch- und
Kammertemperatur auf 18 und 22°C eingestellt. Der Gewebeblock wurde mit Tissue
Tek auf dem Obijekttisch fixiert, eingespannt und 5 pm dicke Schnitte angefertigt. Die
Schnitte wurden auf den Objekttrager (OT) aufgenommen und Uber Nacht bei Raum-
temperatur (RT) getrocknet.

Am nachsten Tag wurden die Schnitte mit Aceton bei -20°C in einer Glasklvette 10
Minuten lang fixiert, anschlieBend mit Fixogum umrandet und erneut Uber Nacht

trocknen gelassen. Die Farbung wurde am darauf folgenden Tag durchgefiihrt.

2.2.4 Farbung

Der gesamte Ablauf wurde in einer feuchten Kammer und lichtgeschuitzt durchge-
fuhrt. Es wurden 100 pl Reagenz pro Schnitt verwendet. Der Primarantikdrper wurde
auf den Schnitt auf der OT-Innenseite gegeben, der Isotyp auf den Schnitt auf der
OT-AuBenseite. Bei den Waschschritten wurden die OT alle 5 Minuten in eine, mit

frischem PBS gefiillte, Glaskivette gestellt.

2.2.5 CD11c und DAPI

Die Schnitte wurden 15 min in PBS und 0,25% BSA in einer Glaskivette rehydriert.

Als erstes wurde der Biotin-Block mit dem Biotin Blocking Kit durchgeftihrt. Dabei
wurden 1-2 Tropfen Streptavidin auf jeden Schnitt gegeben und 25 min bei RT
inkubiert. Es folgte ein Waschschritt 2 x 5 min. AnschlieBend wurden 1-2 Tropfen
Biotin auf jeden Schnitt gegeben und 25 min bei RT inkubiert. Es folgte ein Wasch-
schritt 3 x 5 min. Dann wurde mit FC-Block, 10% FCS und 5% NGS fiir 30 min bei RT

inkubiert. Das Reagenz wurde nur abgekippt und nicht gewaschen.
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AnschlieBend wurden Primarantikdrper und Isotyp-Kontrolle aufgetragen und in einer
feuchten Kammer 30 min inkubiert. Der Primdrantikdrper, Biotin-Conj. Hamster Anti-
Mouse CD11c (HL3) und die Isotyp-Kontrolle, Biotin-Conj. Anti-Hamster IgG1, wur-
den 1:100 (10pg/ml) in Zellkultur Mouse FC-Block und 10% FCS verdinnt.

Es folgte ein Waschschritt 3 x 5 min.

Als nachstes wurde der Sekundarantikdrper Streptavidin Alexa Fluor 594 conj. aufge-
tragen. Der AK wurde vorher 3 min bei 5000 rpm zentrifugiert. Mit der Verdiinnung
1:2000 (1pg/ml) in Zellkultur PBS und 10% FCS, wurde in einer feuchten Kammer 30
min bei RT inkubiert. Es folgte ein Waschschritt 3 x 5 min.

Nun wurde die DAPI-Kernfarbung aufgetragen. Mit der Verdiinnung 1:100 wurde 5
min gefarbt (Stocklésung 1mg/ml PBS bei -20°C).

Es folgte ein Waschschritt 4 x 5 min.

Zuletzt wurden mehrere Tropfen des Eindeckmittels Mowiol auf jeden Schnitt (75ul)
gegeben und das Deckglas aufgelegt. Nach dem Eindeckeln konnten die Schnitte bei

4°C einige Wochen aufbewahrt werden.

2.2.6 CD11c, WA-vital und DAPI

Die Schnitte wurden 15 min in PBS und 0,25% BSA in einer Glaskiivette rehydriert.
Als erstes wurde mit FC-Block, 10% FCS und 5% NGS fiir 30 min bei RT inkubiert.
Das Reagenz wurde nur abgekippt und nicht gewaschen.

AnschlieBend wurden Primdrantikérper und Isotyp-Kontrolle aufgetragen und in
feuchter Kammer 30 min inkubiert. Der Primarantikbrper WA-vital wurde 1:200 (ca.
5pg/ml) in Zellkultur PBS, 10% FCS und 5% NGS verdinnt. Die Isotyp-Kontrolle
Rabbit-IgG wurde 1:5000 (5upg/ml) in Zellkultur PBS, 10% FCS und 5% NGS ver-
dinnt. Es folgte ein Waschschritt 3 x 5 min.

Danach wurde der Sekundarantikdrper, Alexa Fluor 488 F(ab') fragment of goat-
anti-rabbit IgG(H&L), mit der Verdiinnung 1:2000 (1ug/ml) in Zellkultur PBS, 10%
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FCS und 5% NGS aufgetragen und in einer feuchten Kammer 30 min bei RT
inkubiert. Der AK wurde vorher 3 min bei 13000 rpm zentrifugiert.

Es folgte ein Waschschritt 3 x 5 min.

Nun wurde der Biotin-Block mit dem Biotin Blocking Kit durchgefiihrt. Dazu wurden
1-2 Tropfen Streptavidin auf jeden Schnitt gegeben und 25 min bei RT inkubiert. Es
folgte ein Waschschritt 2 x 5 min. AnschlieBend wurden 1-2 Tropfen Biotin auf jeden
Schnitt gegeben und 25 min bei RT inkubiert. Es folgte ein Waschschritt 3 x 5 min.
AnschlieBend wurden Primdrantikbrper und Isotyp-Kontrolle aufgetragen und in
feuchter Kammer 30 min inkubiert. Der Primarantikdrper, Biotin-Conj. Hamster Anti-
Mouse CD11c (HL3) und die Isotyp-Kontrolle, Biotin-Conj. Anti-Hamster IgG1 wurden
1:100 (10pg/ml) in FC-Block und 10% FCS verdiinnt.

Es folgte ein Waschschritt 3 x 5 min.

Als nachstes wurde der Sekundarantikorper Streptavidin Alexa Fluor 594 conj. mit
der Verdiinnung 1:2000 (1pg/ml) in Zellkultur PBS und 10% FCS aufgetragen und in
einer feuchten Kammer 30 min bei RT inkubiert. Der AK wurde vorher 3 min bei 5000
rpm zentrifugiert. Es folgte ein Waschschritt 3 x 5 min.

Nun wurde die DAPI-Kernfarbung aufgetragen. Mit der Verdiinnung 1:100 wurde 5
min gefarbt (Stocklésung 1mg/ml PBS bei -20°C).

Es folgte ein Waschschritt 4 x 5 min.

Zuletzt wurden mehrere Tropfen des Eindeckmittels Mowiol auf jeden Schnitt (75ul)
gegeben und das Deckglas aufgelegt. Nach dem Eindeckeln konnten die Schnitte bei

4°C einige Wochen aufbewahrt werden.

2.2.7 Hamatoxylin — Eosin — Farbung (HE-Farbung)

Die fertigen Schnitte wurden 30 min bei RT getrocknet, anschlieBend mit Aceton bei
-20°C in einer Glasklivette 10 min fixiert und bei RT getrocknet. Es folgte die
Rehydrierung in PBS flir 5 min und weitere Farbeschritte: Hamatoxilin 30 s; Aqua

bidest 30 s; Blauen in Leitungswasser nach Sicht 2 min; 0,5% Eosin-G und 1 Tropfen
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100% Essigsaure 5-20 s schwenken; kurze Splilung in Aqua bidest; 70% Ethanol 1
min; 70% Ethanol 30 s; 90% Ethanol 30 s; 96% Ethanol 30 s; 100% Ethanol 1 min;
100% Ethanol 1 min; Rotihistol I 5 min; Rotihistol IT 5 min; Rotihistol III 5 min. Zum
Schluss wurde das Praparat in Entellan eingedeckelt und 2 h unter dem Abzug ge-

trocknet.

2.2.8 Fluoreszenz — in — situ — Hybridisierung (FISH)

Die Uber Nacht getrockneten Schnitte wurden 10 min in 1,4% PFA-L&sung fixiert und
mit dem PAP Pen umrundet. Pro Schnitt wurde 50 ul Reagenz bendétigt.

Als Erstes wurde eine Hybridisierungskammer angefertigt. Dazu wurde Filterpapier
gefaltet und in 50ml Flacon Tubes gesteckt.

AnschlieBend wurde pro Kammer 2000 pl Hybridisierungspuffer, 20% Formamid und
10% SDS auf das Filterpapier geben. Nun wurde der Sondenmix, in Verdiinnung mit
dem Hybridisierungspuffer 1:10 (50ug/ml), aufgetragen. Der OT wurde auf das Fil-
terpapier gelegt und bei 46°C 90 min hybridisiert.

Das Wasserbad wurde auf 46°C aufgeheizt, der 10fach Waschpuffer, aus NaCl, 30%
1M Tris und 0,15% SDS, 1:10 verdinnt und darin vorgewarmt. Nach Ende der Hyb-
ridisierung wurden die OT entfernt und im Wasserbad 15 min mit dem Waschpuffer
inkubiert. Dann wurde in einem Flacon-Tube mit PBS gespiilt und die Schnitte ge-
trocknet.

Als nachstes wurde die DAPI-Kernfarbung (Verdiinnung 1:100) aufgetragen und 5
min gefarbt. AnschlieBend wurde in einem Flacon-Tube mit PBS gespilt und die

Schnitte trocknen gelassen. Zuletzt wurden die Schnitte mit Fluoprep abgedeckt.
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2.2.9 Fluoreszenzmikroskopie

Es wurde das Fluoreszenzmikroskop, Axiovert 200 M von Carl Zeiss und die zugeho-
rige Software Axio Vision Release 4.7.2. verwendet.

Die einzelnen Schnitte wurden, je nach Farbungen, mit den zugehérigen Wellenlan-
gen fotografiert und die Ebenen Ubereinander gelegt. Dabei wurde die Belichtungs-
zeit auf den mit dem Antikdrper gefarbten Schnitt angepasst. Zu jeder Farbung und
jedem Objektiv wurde eine optimale Belichtungszeit festgelegt und alle Schnitte un-
ter gleichen Bedingungen fotografiert. Vergleichend wurde mit derselben Belich-

tungszeit und demselben Objektiv die Isotyp-Kontrolle fotografiert.

Tab. 5: Emissionsmaxima der Fluorochrome (modifiziert)?**2%

Eingesetzte Excitation Laser | Absorptionsmaximun | Emissionsmaximum
Fluorochrome (nm) (nm) (nm)
Cy-2 492 490 510
Cy-5 650 650 670
Alexa Fluor 594 590 594 617
Alexa Fluor 488 495 488 519

2.2.10 Lichtmikroskopie von H&E-Schnitten

Es wurde das Mikroskop BX51 von Olympus und die zugehorige Software Cell*B
verwendet. Die Abszessbildung wurde unter Durchsicht aller Schnitte einer jeweiligen
Knockout-Maus beurteilt und exemplarisch die aussagekraftigsten Bereiche in 10 x
und 20 x VergroBerung fotografiert.

Fir die Umfang- und Flachen-Messung wurden pro Maus-Typ flnf Milzschnitte von

unterschiedlichen Mausen untersucht. Der gesamte Milzschnitt wurde in 5 x Vergro-
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Berung fotografiert und gespeichert. Das Programm Cell*B ermdéglichte es, die GréBe
und den Umfang der Abszesse zu berechnen. Die Abszesse wurden manuell umran-

det und die Werte gleichzeitig in eine Excel-Tabelle libertragen.

2.2.11 Bildbearbeitung mit Photoshop

Die Bildbearbeitung erfolgte mit dem Programm Photoshop von Adobe. Die Fotogra-
fien der einzelnen Farbungen eines Bildausschnitts wurden zunachst separat bearbei-
tet und anschlieBend in Ebenen Ubereinander gelegt. Die Bearbeitung erfolgte mit
den Funktionen ,Image - Adjustments - Levels" und ,Image - Adjustments >
Brightness/Contrast". Fotos von Isotyp und Antikérper wurden einander zugeordnet
und gemeinsam bearbeitet. Dabei mussten Farbung und VergroBerung Ubereinstim-
men. Die Bilder der Isotypkontrolle wurden so bearbeitet, dass kein Signal mehr zu
erkennen war. AnschlieBend konnten die gleichen Einstellungen auf die Bilder mit
dem Antikdrper angewandt werden. So wurden nur signifikante Signale herausge-
stellt. AuBerdem konnte mittels der DAPI-Farbung Strukturen der Milz erkannt und

als ,Follikel"* oder ,Abszesse" markiert werden.

2.2.12 Auswertung Abszesse mit dem Statistischen Programm
Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der Graph Pad Prism 4.0 Soft-

ware. Alle Daten sind als Mittelwerte £ SEM aufgefiihrt. Unterschiede werden als
signifikant bezeichnet, wenn p < 0,05 (*), p < 0.01 (**), oder p < 0.005 (***) ist.
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3 Ergebnisse

3.1 Verteilung der DCs in der Milz im Verlauf einer Infektion

mit Y. enterocolitica

Durch ihre Fahigkeit, T-Zellen zu aktivieren spielen, DCs eine entscheidende Rolle in
der Immunabwehr von Y. enterocolitica. DCs gehoren zu den APCs, welche in der MZ
der Milz lokalisiert sind und dort Antigene aus dem Blut heraus filtern, um sie an-
schlieBend auf ihrer Zelloberflache mittels MHC-II-Molekilen T-Zellen zu prasentie-
ren. Verschiedene Arbeitsgruppen haben bereits eine Migration von DCs wahrend
einer Infektion mit L. monocytogenes von der MZ in die T-Zell-Zone gezeigt.*!® 2%
Das Ziel folgender Untersuchung war, die Lokalisation von DCs in der Milz wahrend
einer Infektion mit Y. enterocolitica zu zeigen. Es sollte untersucht werden, wo sich
die DCs wahrend verschiedener Zeitpunkte der Infektion befinden und ob eine Migra-
tion in die T-Zell-Zone bzw. PALS stattfindet. Ein weiterer Zweck war es, festzustel-
len, ob ein bestimmter Ort fiir die Abszessebildung in der Milz existiert. Dazu wurden
C57BL/6-Mduse mit 5 x 10* Y. enterocolitica pYV" infiziert und zu den Zeitpunkten
einen und drei Tage nach der Infektion Cryoschnitte der Milz angefertigt. Fir die flu-
oreszenzmikroskopische Untersuchung wurden CD11c™-DCs und Yersinien mit einem
spezifischen Antikérper markiert und mittels Sekundarantikbrper gefarbt. Um die
Struktur der Milz beurteilen zu kdnnen, wurde eine Kernfarbung (DAPI) angewendet.
Als Kontrolle wurden C57BL/6-Mause nur mit PBS behandelt.

In der Milz PBS-behandelter Mausen befindet sich CD11c*-DCs Uberwiegend in der
MZ und PFZ sowie in geringerer Anzahl in der PALS bzw. T-Zell-Region (siehe Abb.
8). Die LF sind als zelldichte Gebiete durch die Kernfarbung gut zu erkennen. Die den
LF umgebenden zellarmeren Gebiete sind die MZ und weiter in der Peripherie die
PFZ. GefaBe stellen sich als zellfreie Raume dar. Zur Struktur der Milz siehe Abb. 7

der Einleitung.
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CD11c Dapi
Abb. 8: Die Verteilung von CD11c*-DCs einen Tag nach der Injektion von PBS. C57BL/6-Mausen wur-

de PBS injiziert und Cryoschnitte der Milz angefertigt. Mittels Fluoreszenzfarbung wurden CD11c*-Zellen

rot und Zellkerne blau gefarbt. Beschriftung: LF = Lymphfollikel.
Einen Tag nach der Infektion mit Y. enterocolitica ist eine Veranderung beziiglich der
Verteilung der CD11c™-DCs in der Milz zu erkennen. Diese befinden sich nun Uber-
wiegend in der PALS bzw. T-Zell-Region und nur in geringer Anzahl in der MZ und
PFZ. Dies ist bei LF ohne Abszessbildung besonders eindriicklich zu erkennen (siehe
Abb. 9). Die Anzahl der CD1ic"-Zellen ist unverdndert im Vergleich zu PBS-
behandelten Mdusen. Schon am ersten Tag nach der Infektion findet eine Bildung
von kleinen Abszessen statt. Betrachtet man die Lokalisation der Abszesse, befinden
sich diese sowohl am Rand der LF in der MZ als auch in der PALS bzw. T-Zell-Region.
In LF mit Yersinien-Befall geht die urspriingliche Organisation der Zellen verloren und
die CD11c™-DCs finden sich in verminderter Anzahl im verbleibenden Follikelgewebe
und in der MZ und PFZ (vergleiche Abb. 9 und 10).
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Ye 5 x 10* 1 dpi
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CD11c Dapi

Abb. 9: Die Verteilung von CD11c*-DCs einen Tag nach der Infektion mit Y. enterocolitica. C57BL/6-
Méause wurden mit 5 x 10* Y. enterocolitica pYV" infiziert und Cryoschnitte der Milz angefertigt. Mittels
Fluoreszenzfarbung wurden CD11c*-Zellen rot, Yersinien griin und Zellkerne blau gefarbt. Die CFU betrug
log 6,32 + 0,34. Beschriftung: LF = Lymphfollikel, A = Abszess

Ye 5 x 10 1 dpi
/TN
/o

CD11c Dapi
Abb. 10: Die Verteilung von CD11c*-DCs einen Tag nach der Infektion mit Y. enterocolitica. C57BL/6-

Méause wurden mit 5 x 10* Y. enterocolitica pYV" infiziert und Cryoschnitte der Milz angefertigt. Mittels

Fluoreszenzfarbung wurden CD11c*-Zellen rot, Yersinien griin und Zellkerne blau gefarbt. Die CFU betrug
log 6,32 + 0,34. Beschriftung: LF = Lymphfollikel, A = Abszess.

50



Ergebnisse

Am dritten Tag nach der Yersinien-Infektion ist die gesamte Milz von Abszessen
durchsetzt und die Follikelstrukturen nur noch ansatzweise erkennbar (siehe Abb.
11). Die Zahl der CD11c"-Zellen ist deutlich dezimiert und die DCs befinden sind zwi-
schen Abszessen verstreut oder rund um kleinere Abszesse gruppiert.

5 x 10 3 dpi

100um

CD11c Dapi
Abb. 11: Die Verteilung von CD11c*-DCs drei Tage nach der Infektion mit Y. enterocolitica. C57BL/6-

Mause wurden mit 5 x 10* Y. enterocolitica pYV* infiziert und Cryoschnitte der Milz angefertigt. Mittels

Fluoreszenzfarbung wurden CD11c*-Zellen rot, Yersinien griin und Zellkerne blau gefarbt. Die CFU betrug

7,72 £ 0,42. Beschriftung: LF = Lymphfollikel, A = Abszess.
Es konnte gezeigt werden, dass sich die Verteilung von DCs in der Milz im Verlauf
einer Infektion mit Y. enterocolitica verandert. In der Milz PBS-behandelter Mause
befinden sich DCs tberwiegend in der MZ und PFZ und zu einem geringen Teil in der
PALS- bzw. T-Zell-Region, wohingegen sich einen Tag nach der Infektion mit Y. ente-
rocolitica die Verteilung genau umkehrt. Die DCs sind nun in der PALS zu finden und
weniger in der MZ und PFZ. Eine typische Lokalisation der Abszesse konnte nicht
festgestellt werden. Diese befinden sich einen Tag nach der Infektion sowohl in der
MZ als auch in der PALS. Am dritten Tag nach der Infektion ist die Anzahl der DCs
stark verringert und die Follikelstruktur durch ausgedehnte Abszesse weitgehend zer-

stort. Die DCs sind einzeln oder gruppiert zwischen den Abszessen verteilt.
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3.2 Verteilung DCs in der Milz wahrend fruher Infektionszeit-

punkte mit Y. enterocolitica

Bei den oben beschriebenen Untersuchungen 3.1 wurde eine Veranderung in der
Lokalisation von DCs in der Milz am ersten Tag nach der Infektion mit Y. enterocoliti-
ca gesehen. In diesem Zusammenhang sollte nun der Zeitraum ndher eingegrenzt
werden, wann DCs von der MZ in die PALS Ubergehen. AuBerdem sollte untersucht
werden, ob Yersinien bei einer friihen Infektion fluoreszenzmikroskopisch nachweis-
bar sind. Hierdurch erhoffte man sich, Hinweise auf ihren Eintrittsort und eine friihe
Interaktionen mit DCs zu bekommen.
Ye 1 x 107 30 min

100pm

100pm

CD11c

Abb. 12: Die Verteilung von CD11c*-DCs 30 Minuten nach der Infektion mit Y. enterocolitica.
C57BL/6-Méause wurden mit 1 x 107 Y. enterocolitica pYV" infiziert und Cryoschnitte der Milz angefertigt.
Mittels Fluoreszenzfarbung wurden CD11c*-Zellen rot, Yersinien griin und Zellkerne blau gefarbt. Beschrif-
tung: LF = Lymphfollikel. In der oberen Reihe sind Bildausschnitte in 10x VergréBRerung zu sehen, der Kas-

ten markiert den Bildausschnitt der unteren Reihe in 20 x VergréRerung.
Es wurden C57BL/6-M&use mit 1 x 107 Y. enterocolitica pYV* infiziert und zu den
Zeitpunkten 30 Minuten, drei, sechs und 12 Stunden nach der Infektion Cryoschnitte

der Milz angefertigt. Fir die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung wurden

CD11c*-DCs und Yersinien mit spezifischen Antikérpern markiert und mittels Sekun-
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darantikdrpern gefarbt. Um die Struktur der Milz beurteilen zu kdénne, wurde eine
Kernfarbung (DAPI) angewendet.

Sowohl eine halbe Stunde als auch drei Stunden nach der Yersinien-Infektion befin-
den sich die CD11c*-DCs, wie auch bei PBS-behandelten Mausen, iberwiegend in der
MZ und PFZ der LF. Die Anzahl der DCs ist zu diesen friihen Zeitpunkten der Infekti-
on vergleichbar mit der Anzahl in PBS behandelten Mausen. Es ist ein Saum von Bak-
terien um die LF ansatzweise schon nach 30 Minuten (siehe Abb. 12) und deutlich
nach drei Stunden (siehe Abb. 13) zu sehen. Bei starkerer VergréBerung lassen sich
schon nach 30 Minuten eine betrachtliche Anzahl von Yersinien in der MZ nachweisen
(siehe Abb. 25). Es sind vorwiegend einzelnstehende Bakterien erkennbar, welche
gleichmaBig um die LF angeordnet sind.

Ye1x 10”3 h

P
100um ‘ : 100pm

CD11c

Abb. 13: Die Verteilung von CD11c¢*-DCs drei Stunden nach der Infektion mit Y. enterocolitica.
C57BL/6-Méause wurden mit 1 x 10" Y. enterocolitica pYV" infiziert und Cryoschnitte der Milz angefertigt.
Mittels Fluoreszenzfarbung wurden CD11c*-Zellen rot, Yersinien griin und Zellkerne blau gefarbt. Beschrif-
tung: LF = Lymphfollikel. In der oberen Reihe sind Bildausschnitte in 10 x Vergréerung zu sehen, der Kas-

ten markiert den Bildausschnitt der unteren Reihe in 20 x VergréRerung.
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Eine Verdnderung in der Verteilung der CD11c*-DCs in der Milz ist sechs Stunden
nach der Infektion zu sehen (siehe Abb. 14 und 15). Die DCs befinden sich von die-
sem Zeitpunkt an Uberwiegend in der PALS bzw. T-Zell-Region und nur in geringer
Anzahl in der MZ. Die Zahl der CD11c*-DCs ist nicht vermindert. Dagegen sind die
Yersinien in groBerer Anzahl um die LF angeordnet und in der MZ deutlich zu erken-
nen. Besonders 12 Stunden nach der Infektion sind hier groBere Bakterienkolonien
sichtbar (siehe Abb. 15). Die LF sind in ihrer Struktur unverandert und es sind zu die-
sem Zeitpunkt der Infektion noch keine Abszesse vorhanden.

Ye1x10"6h

100pm

CD11c

Abb. 14: Die Verteilung von CD11c*-DCs sechs Stunden nach der Infektion mit Y. enterocolitica.
C57BL/6-Méause wurden mit 1 x 107 Y. enterocolitica pYV" infiziert und Cryoschnitte der Milz angefertigt.
Mittels Fluoreszenzfarbung wurden CD11c*-Zellen rot, Yersinien griin und Zellkerne blau gefarbt. Beschrif-
tung: LF = Lymphfollikel. In der oberen Reihe sind Bildausschnitte in 10 x VergréfRerung zu sehen, der Kas-

ten markiert den Bildausschnitt der unteren Reihe in 20 x VergréRerung.
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Ye1x10712h

b -
100um 100pm 100pm
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Abb. 15: Die Verteilung von CD11c*-DCs 12 Stunden nach der Infektion mit Y. enterocolitica.

C57BL/6-Méause wurden mit 1 x 107 Y. enterocolitica pYV™ infiziert und Cryoschnitte der Milz angefertigt.

Mittels Fluoreszenzfarbung wurden CD11c*-Zellen rot, Yersinien griin und Zellkerne blau gefarbt. Beschrif-

tung: LF = Lymphfollikel. In der oberen Reihe sind Bildausschnitte in 10 x Vergréerung zu sehen, der Kas-

ten markiert den Bildausschnitt der unteren Reihe in 20 x VergréRerung.
Es wurde gezeigt, dass sich die Verteilung von DCs in der Milz sechs Stunden nach
der Infektion mit Y. enterocolitica verandert hat. Ein Vergleich der unterschiedlichen
Infektionszeitpunkte ist in Abbildung 16 zu sehen. Die DCs sind bis drei Stunden nach
der Infektion Uberwiegend in der MZ und PFZ lokalisiert. Nach sechs Stunden befin-
den sie sich zum GroBteil in der PALS- bzw. T-Zell-Region. Yersinien sind zu allen
gewahlten Infektionszeitpunkten in steigender Anzahl in der MZ zu finden. In der MZ
enden zahlreiche Arteriolen, welche von der Zentralarterie des LF und den Trabekel-
arterien gespeist werden (siehe Abb. 7). Die Bakterien gelangen also zuerst entlang
des Blutweges in die MZ. Eine Interaktion kann hier vermutet werden, da sich die
CD11c*-DCs bis drei Stunden nach der Infektion zusammen mit den Yersinien in der
MZ der LF befinden. Auf die Frage der Interaktion wird in Punkt 3.4 naher eingegan-

gen.
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Abb. 16: Vergleich der Verteilung von CD11c*-DCs 30 min, 3 h, 6 h, 12 h und einen Tag nach der In-
fektion mit Y. enterocolitica. C57BL/6-Mause wurden mit 1 x 107 (30 min, 3 h, 6 h, 12 h) und 5 x 10* (1
Tag) Y. enterocolitica pYV" infiziert und Cryoschnitte der Milz angefertigt. Mittels Fluoreszenzfarbung wur-
den CD11c"-Zellen rot, Yersinien griin und Zellkerne blau gefarbt. Beschriftung: LF = Lymphfollikel, A =
Abszess.
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3.3 Vergleich der Abszessbildung und -lokalisation in Wildtyp-

und Knockout-Mausen

Verschiedene Zellmediatoren sind wichtig flr die Immunabwehr von Y. enterocolitica.
Die am besten erforschte Gruppe unter ihnen sind die TLRs. Sie sind
membranstandige Rezeptoren, welche pathogen assoziierte Muster auf Bakterien
(PAMPs) erkennen und eine Immunantwort einleiten kénnen.?*® %*” Eine Reihe von
Immunzellen, darunter auch DCs, tragen TLRs auf ihrer Zelloberflache. Bei ihrer Akti-
vierung wird eine Signalkaskade ausgeldst, an der die Adaptermolekiile MyD88 und
TRIF beteiligt sind.??® Unsere Arbeitsgruppen hatte bereits die DC-Zellzahl in
C57BL/6-, MyD88"™-, TLR27'XTLR4"- und TRIF/-Mausen wahrend einer Yersinien-
Infektion mittels FACS untersucht. Hierbei zeigte sich eine Reduktion der DCs in
C57BL/6- und MyD887-Mausen, jedoch nicht in TLR2/"XTLR4”"- und TRIF"-M&usen,
am dritten Tag nach der Infektion mit Y. enterocolitica. Ziel war es nun, fest zu stel-
len, ob diese Ergebnisse sich histologisch durch unterschiedlich starke
Abszessbildung in der Milz wahrend einer Infektion mit Y. enterocolitica widerspie-
geln und ob ein Riickgang der DCs bei entsprechenden Mdusen nachweisbar ist. Zu-
satzlich sollte untersucht werden, in welchen Strukturen der Milz eine Abszessbildung
stattfindet und ob Abszesse an dem Ort der Einwanderung von Yersinien in der MZ
oder innerhalb der LF entstehen.

Es wurden die Knockout-Mause MyD88”", TRIF'" und TLR27'XTLR4" untersucht. Als
Kontrolle dienten C57BL/6- und 129Sv-Miuse (129SvxC57BL/6), da TLR27'XTLR4"-
Mause auf einem C57BL/6x129SV-Hintergrund generiert wurden. Die Mduse wurden
mit Y. enterocolitica pYV™ infiziert (Dosis siehe Tab. 6) und am dritten Tag nach der
Infektion Cryoschnitte der Milz angefertigt. Zur Fluoreszenzfarbung wurden CD11c*-
DCs und Yersinien mit spezifischen AK markiert und mittels Fluoreszenz Sekundaran-
tikdrpern gefarbt. Um die Struktur der Milz beurteilen zu kdnnen, wurde eine Kern-
farbung (DAPI) angewendet. Mittels HE-Farbung wurden basophile Strukturen (Zell-
kerne) blau gefarbt und acidophile Strukturen (Zellplasma) rot gefarbt. AuBerdem

wurden die Bakterienlast (CFU = Colony Forming Units) und das Milzgewicht be-
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stimmt (siehe Tab. 6). Von C57BL/6-Mausen wurde zusatzlich eine Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung (FISH) der Cryoschnitte durchgeflihrt. Hierbei waren die Untersu-
chungszeitpunkte einen, zwei und drei Tage nach Infektion mit 5 x 10*Y. enterocoliti-
ca pYV*. Die FISH ist eine hoch sensitive und spezifische Methode, Teile des Genoms
von Lebewesen nachzuweisen. Dabei bindet eine spezifische Gensonde an einen
komplementdren DNA- oder RNA-Strang und kann z.B. mittels Fluoreszenzfarbstoff
direkt oder indirekt nachgewiesen werden. Fir diese FISH wurde eine Yersinien-
t.233

spezifische, direkt Fluoreszenz-markierte rRNA Sonde verwende
Ye 5 x 10* 3 dpi

A

100um 100pm

CD11c
Abb. 17: Die Abszessbildung in C57BL/6-Mausen drei Tage nach der Infektion mit Y. enterocolitica.
C57BL/6-Méause wurden mit 5 x 10* Y. enterocolitica pYV"* infiziert und Cryoschnitte der Milz angefertigt.
Mittels Fluoreszenzfirbung wurden CD11c*-Zellen rot, Yersinien griin gefarbt. Die CFU betrug 7,72 + 0,42.
Beschriftung: LF = Lymphfollikel, A = Abszess. In der oberen Reihe sind Bildausschnitte in 10 x Vergrole-
rung zu sehen, der Kasten markiert den Bildausschnitt der unteren Reihe in 20 x Vergréfierung.
Bei C57BL/6-Mausen zeigt sich am dritten Tag nach der Infektion die gesamte Milz
mit Abszessen durchsetzt. Die wodlkchenférmigen Abszesse haben einen geringen
Durchmesser, nehmen jedoch einen groBen Teil der Milz ein (siehe Abb. 17).
C57BL6-Mause haben die groBte Anzahl an Abszessen pro Milz, welche aber einen
vergleichsweise kleinen Durchmesser aufweisen (siehe Tab. 7). Das Zentrum groBer

Abszesse ist weniger stark gefarbt. Dort befindet sich Zelldetritus, der in der DAPI-
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Farbung als Zellmaterial zu sehen ist (siehe Abb. 11). Einige wenige unvollsténdige
Follikel sind erkennbar und die Zahl CD11c*-DCs ist erheblich dezimiert. Die CFU liegt
bei log 7,72 und das Milzgewicht ist mit 0,25 g deutlich erhdéht (normal 0,1 g).
Die FISH ist eine sehr spezifische Methode um Y. enterocolitica nachzuweisen. An-
ders als bei der Farbung mit Fluoreszenz-markiertem Antikorper ist keine unspezifi-
sche Bindung zu erwarten und es kdnnen kleinste Mengen von Bakterien sehr sensi-
tiv erkannt werden. Mit der FISH lasst sich einen, zwei und drei Tage nach der
Infektion die stetige Ausbreitung der Abszesse erkennen. Eine starke Zunahme der
AbszessgroBe ist vom zweiten auf den dritten Tag zu sehen. Am dritten Tag ist, wie
auch in der Fluoreszenzfarbung, eine Abschwachung der Farbung zentral in den Abs-
zessen zu sehen (siehe Abb. 18).

Ye 5 x 10* 1.dpi 2.dpi

100pm 100pm

3.dpi

100pm

FISH

Abb. 18: Die Abszessbildung in C57BL/6-M&usen einen, zwei und drei Tage nach Infektion mit Y. ente-
rocolitica. C57BL/6-Mause wurden mit 5 x 10* Y. enterocolitica pYV" infiziert und Cryoschnitte der Milz
angefertigt. Mittels FISH wurden Yersinien rot gefarbt. Die CFU betrug log 5,58 + 0,21 einen Tag, log 7,17
+ 0,24 zwei Tage und log 8,00 + 0,23 drei Tage nach der Infektion. Beschriftung: LF = Lymphfollikel, A =
Abszess. In der oberen Reihe sind Bildausschnitte in 10 x Vergréerung zu sehen, der Kasten markiert den

Bildausschnitt der unteren Reihe in 20 x VergréRerung.
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Am dritten Tag nach der Infektion befinden sich in der Milz von MyD88”-M&usen
sehr ausgedehnte konfluierende Abszesse, welche ein Vielfaches mehr Flache ein-
nehmen als bei C57BL/6- und 129Sv-Mausen (siehe Abb. 19 und 22). Einzelne Reste
von Follikeln sind zu erkennen und die CD11c*-Zellzahl ist sehr gering. MyD88"-
Maduse weisen die groBte Abszessflaiche und —umfang von allen Mausstammen auf
(siehe Abb. 24 und 25). Die CFU ist, sogar bei niedriger Infektionsdosis (5 x 10%), mit
log 9,38 deutlich héher als bei C57BL/6- und 129Sv-Mausen. Die Milz ist mit 0,28 g
ebenfalls stark vergroBert.

Ye 5x 1023 dpi

100pm

100um

CD11c Wa-vital
Abb. 19: Die Abszessbildung in MyD88"-Méausen drei Tage nach der Infektion mit Y. enterocolitica.
MyD88”-Mause wurden mit 5 x 10? Y. enterocolitica pYV" infiziert und Cryoschnitte der Milz angefertigt.
Mittels Fluoreszenzfiarbung wurden CD11c*-Zellen rot, Yersinien griin gefarbt. Die CFU betrug 9.38 + 0.12.
Beschriftung: LF = Lymphfollikel, A = Abszess. In der oberen Reihe sind Bildausschnitte in 10 x Vergrole-
rung zu sehen, der Kasten markiert den Bildausschnitt der unteren Reihe in 20 x Vergréfierung.

Die Milz TRIF/" defizienter M&use weisen von allen Mausstimmen die geringste

Abszessflache und —umfang auf (siehe Abb. 24 und 25). Die Abszesse sind klein und

nicht sehr intensiv gefarbt (siehe Abb. 9). Die Anzahl der Abszesse liegt etwas Uber

dem Wert von TLR27'XTLR47-Mausen, welche im Gegenzug jedoch groBfléchigere

Abszesse und somit eine hdhere Abzsessflache pro Milzschnitt aufweisen. Follikel sind

zahlreich erhalten und die CD11c"-Zellen sind maBig dezimiert. Die CFU liegt bei log
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6,84 und das Milzgewicht bei 0,18 g. Diese Werte liegen nur wenig Uber den Werten
von TLR27'XTLR47-Mausen und deutlich unter den Werten von C57BL/6-, 129Sv-
und MyD887-M&usen.

Ye 5 x 10° 3 dpi

.
100pm 100pm

CD11c

Abb. 20: Die Abszessbildung in TRIF"-Mausen drei Tage nach der Infektion mit Y. enterocolitica.

TRIF"-Mause wurden mit 5 x 10° Y. enterocolitica pYV* infiziert und Cryoschnitte der Milz angefertigt.

Mittels Fluoreszenzfirbung wurden CD11c*-Zellen rot, Yersinien griin gefarbt. Die CFU betrug 6,84 + 0.68.

Beschriftung: LF = Lymphfollikel, A = Abszess. In der oberen Reihe sind Bildausschnitte in 10 x VergroRe-

rung zu sehen, der Kasten markiert den Bildausschnitt der unteren Reihe in 20 x VergréfRerung.
Bei TLR27"XTLR4”"-M&usen findet sich in der Milz ein hnliches Bild wie bei TRIF’-
M&usen. Die Abszesse sind groBflichiger, jedoch nicht sehr intensiv gefarbt. TLR27
XTLR47"-M&use haben die geringste Anzahl an Abszessen pro Milzschnitt, allerdings
ist die Flache und der Umfang der Abszesse groBer als bei TRIF”-Mausen. Follikel
sind dort, wo sich keine Abszesse befinden, erhalten und die Zahl an CD11c*-Zellen
ist nur maBig verringert (siehe Abb. 21). Im Vergleich zu C57BL/6- und 129Sv-
Mé&usen ist bei TLR27'XTLR47-Mausen die Zahl der Abszesse sowie die Abszessfliche
pro Milz deutlich geringer und das Milzgewicht ist mit 0,14 g nur maBig erhdht. Die
mittlere Abszessflache liegt zwischen den Werten von C57BL/6- und 129Sv-Mdusen

und fiir den Abszessumfang weisen TLR27XTLR4""- und 129Sv-Mause fast identische

61



Ergebnisse

Werte auf (siehe Tab. 7). Die CFU liegt mit log 6,43 (bei gleicher Infektionsdosis)

unter der von C57BL/6- und 129Sv-Mausen.

Ye 5 x 10* 3 dpi
\ \

100pm

CD11c

Abb. 21: Die Abszessbildung in TLR2"xTLR4"-Mausen drei Tage nach der Infektion mit Y. enteroco-
litica. TLR2"xTLR4™-Méause wurden mit 5 x 10* Y. enterocolitica pYV" infiziert und Cryoschnitte der Milz
angefertigt. Mittels Fluoreszenzfarbung wurden CD11c*-Zellen rot, Yersinien griin gefarbt. Die CFU betrug
6,43 + 0,35. Beschriftung: LF = Lymphfollikel, A = Abszess. In der oberen Reihe sind Bildausschnitte in 10
x Vergroferung zu sehen, der Kasten markiert den Bildausschnitt der unteren Reihe in 20 x VergréBRerung.
Am dritten Tag nach der Infektion findet sich in der Milz von 129Sv-Madusen ein ahn-
liches Bild wie bei C57BL/6-Mausen. Die Abszesse sind etwas grdBer, jedoch nicht so
zahlreich und weniger stark gefarbt (siehe Abb. 22). Die AbszessgrdBe ist ahnlich der
von TLR27/xTLR47-M3usen, wenngleich 129Sv-Mause deutlich mehr Abszessbildung
aufweisen. Nach MyD887-Mausen haben 129Sv-Mause die héchsten Werte in Flache
und Umfang der Abszesse (siehe Tab. 7). Follikel sind vereinzelt erhalten und die
Zahl der CD11c"-Zellen ist deutlich reduziert. Die CFU liegt bei log 7,82 und das Milz-
gewicht bei 0,25 g. Damit liegt die CFU nur wenig Gber den Werten von C57BL/6-

Mausen und das Milzgewicht ist gleich.
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Abb. 22: Die Abszessbildung in 129Sv-Mé&usen drei Tage nach der Infektion mit Y. enterocolitica.
129Sv-Maéuse wurden mit 5 x 10* Y. enterocolitica pYV™ infiziert und Cryoschnitte der Milz angefertigt. Mit-
tels Fluoreszenzfarbung wurden CD11c"-Zellen rot, Yersinien griin gefarbt. Die CFU betrug 7.82 + 0.23. Be-
schriftung: LF = Lymphfollikel, A = Abszess. In der oberen Reihe sind Bildausschnitte in 10 x Vergroéferung
zu sehen, der Kasten markiert den Bildausschnitt der unteren Reihe in 20 x VergréRerung.

Tab. 6: Die Infektionsdosis, Bakterienlast (CFU = colony forming units) und das Milzgewicht der un-

tersuchten Mausstamme am dritten Tag nach der Infektion mit Y. enterocolitica.

Maus C57BL/6 MyD88 TRIF TLR2XTLR4 129Sv
Dosis 5x10* 5x10? 5x10° 5x10* 5x10*
CFU log 7,72 +0,42 9.38+0.12 684+0.68 643+0,35 7.82+0.23
Milzgewicht ing | 0,25 +0.02 0,28 £0.02 0,18 £0.04 0,14 +£0.01 0,25 + 0,02

Die Mause wurden mit Y. enterocolitica pYV" infiziert, drei Tage nach der Infektion wurde die Milz ent-

nommen, gewogen und die CFU auf kulturellem Weg bestimmt.
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Zum Vergleich der Abszessbildung zeigt Abbildung 23 eine Ubersicht der fluores-
zenzmikroskopischen Untersuchungen. Um die oben beschriebenen Eindriicke zu
verdeutlichen und zu verifizieren, wurden HE-Farbungen der Cryoschnitte angefertigt
(siehe Abb. 24). Hier zeigt sich ein sehr a@hnliches Bild wie bei der Fluoreszenzfar-
bung. Mittels des Programms Cell*B wurde anschlieBend eine Messung des Umfangs
und der Anzahl der Abszesse pro Milzschnitt durchgefiihrt. Es wurden flinf Mause pro

Mausstamm untersucht.

C57BL/6 N MyD88

CD11c

Abb. 23: Vergleich der Abszessbildung in den unterschiedlichen Mausstammen drei Tage nach der In-
fektion mit Y. enterocolitica. Die Mause wurden mit Y. enterocolitica pYV" infiziert und Cryoschnitte der
Milz angefertigt. Mittels Fluoreszenzfarbung wurden CD11c*-Zellen rot, Yersinien griin gefarbt. Die CFU
betrug log 7,72 + 0,42 bei C57BL/6-Mausen, log 9.38 + 0.12 bei MyD88”-Mausen, log 6,84 + 0.68 bei
TRIF"-Mausen, log 6,43 + 0,35 bei TLR2""XTLR4"-M4usen, log 7.82 + 0.23 bei 129Sv-Mausen. Beschrif-
tung: LF = Lymphfollikel, A = Abszess.
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C57BL/6

Abb. 24: Vergleich der Abszessbildung in den unterschiedlichen Mausstammen drei Tage nach der In-
fektion mit Y. enterocolitica. Die Mause wurden mit Y. enterocolitica pYV™ infiziert und Cryoschnitte der
Milz angefertigt. Mittels HE-Farbung wurden basophile Strukturen (Zellkerne) blau und acidophile Struktu-
ren (Zellplasma) rot geférbt. Die CFU betrug log 7,72 + 0,42 bei C57BL/6-Méausen, log 9.38 + 0.12 bei
MyD88™-Méusen, log 6,84 + 0.68 bei TRIF"-Méusen, log 6,43 + 0,35 bei TLR2"XTLR4"-Méusen, log 7.82
+ 0.23 bei 129Sv-Mdusen. Beschriftung: A = Abszess, Balken entspricht 100 pum.
In der Auswertung von Flache und Umfang der Abszesse stechen die MyD887-Mause
deutlich heraus. Sowohl in Flache als auch Umfang haben sie mit groBem Abstand
die hochsten Messwerte. C57BL/6- und 129Sv-Mduse weisen sehr dahnliche Werte in
Fldche und Umfang der Abszesse auf. TLR27XTLR47-Mause liegen bei Abszessflache
und -umfang zwischen C57BL/6- und 129Sv-Mdusen. Da sie jedoch eine sehr geringe
Abszessanzahl pro Milzschnitt aufweisen, ist die Abszessflache pro Milz sehr gering.
TRIF"-Mause haben die geringsten Werte in Umfang und Fldche. Tab. 7 zeigt die

Mittelwerte der Abszess-Auszahlung und Abb. 25 und 26 ihre graphische Darstellung.
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Tab. 7: Abszessflache und -umfang der untersuchten Mausstdmme am dritten Tag nach der Infektion

mit Y. enterocolitica.

Mittelwert BL6 MyD88 TRIF TLR2x4 129Sv
Abszessflache / Milz 5.210.852 | 11.399.660 | 321.107 692.452 5.309.703
Abszessflache 163.707 519.147 38.777 205.512 240.413
Abszessumfang 1.656 3.455 785 2.011 2.004
Abszessanzahl / Milz 33 22 8 4 22

Die Méause wurden mit Y. enterocolitica pYV" infiziert und drei Tage nach der Infektion wurden
Cryoschnitte der Milz angefertigt und HE gefarbt. Es wurden jeweils funf Mause pro Maus-Stamm fiir die
Auszéhlung verwendet. Die gesamte Milz wurde in 5x VergréBerung abgebildet und die Abszesse mit dem
Programm Cell"B markiert und gemessen. Die erste Zeile zeigt den Mittelwert der Abszessflache pro Milz;
die zweite Zeile zeigt die insgesamt pro Mausstamm gemessene Abszessflache; die dritte Zeile zeigt den Mit-
telwert des Abszessumfangs aus allen gemessenen Milzen des Mausstammes; die vierte Zeile zeigt den Mit-

telwert aus der Abszessanzahl pro Milz.
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Abb. 25: Abszessflache der untersuchten Mausstamme am dritten Tag nach der Infektion mit Y. ente-
rocolitica. Die Mause wurden mit Y. enterocolitica pYV™ infiziert und drei Tage nach Infektion Cryoschnitte
der Milz angefertigt und HE gefarbt. Es wurden jeweils funf Mause pro Maus-Stamm fir die Ausz&hlung
verwendet. Die gesamte Milz wurde in 5x VergroRerung abgebildet und die Abszesse mit dem Programm

Cell"B markiert und gemessen. Die statistische und graphische Auswertung erfolgte mit Graph Pad Prism.
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Abb. 26: Abszessumfang der untersuchten Mausstdmme am dritten Tag nach der Infektion mit Y. entero-
colitica. Die Mause wurden mit Y. enterocolitica pYV" infiziert und drei Tage nach Infektion Cryoschnitte der
Milz angefertigt und HE gefarbt. Es wurden jeweils flinf Mause pro Mausstamm fiir die Auszahlung verwendet.
Die gesamte Milz wurde in 5 x VergroRerung abgebildet und die Abszesse mit dem Programm Cell*B markiert
und gemessen. Die statistische und graphische Auswertung erfolgte mit Graph Pad Prism.

Es konnten die Ergebnisse der FACS-Untersuchung in diesen Versuchen untermauert
werden. Analog zur niedrigen DC-Zahl findet sich eine starke Abszessbildung in der
Milz von MyD887-, C57BL/6- und 129Sv-Mausen. Die stérkste Abszessbildung mit
groBflachigen, teils konfluierenden Abszessen ist in MyD88”" Mausen zu sehen. Es
folgen 129Sv- und C57BL/6-Mduse, welche einen sehr ahnlichen Wert in der einge-
nommenen Abszessflache pro Milz aufweisen. Die Abszesse in der Milz von 129Sv-
Mé&usen sind groBfldchig, jedoch nicht so zahlreich wie bei C57BL/6-M&usen. TLR27"
XTLR47"-Mause haben weniger Abszesse in der Milz als 129Sv-Mause, bei fast glei-
cher Fliche und Umfang der einzelnen Abszesse. Bei TRIF'-Mausen nehmen die
Abszesse die geringste Flache der Milz ein. Die Abszesse haben einen sehr geringen
Umfang, sind jedoch zahlreicher als bei TLR27"XTLR4”"M&usen. Die Anzahl von
CD11c*-DCs verhalt sich also entgegengesetzt zur GréBe der Abszessflache. Es wur-
de keine typische Lokalisation fir Abszesse in der Milz gefunden. In allen Mausstam-

men finden sich Abszesse sowohl in der MZ und PFZ als auch in der im LF selbst.
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3.4 Interaktion Yersinien und DCs

Obwohl Y. enterocolitica (iberwiegend extrazelluldre Bakterien sind, kdnnen sie maB-
geblich Einfluss auf zelluldre Funktionen von Immunzellen nhehmen. Mittels eines Ad-
hasins kdnnen sie an eukaryotische Zellen binden und durch einen Injektionsapparat
Effektorproteine in die Zelle einbringen. Diese Proteine, Yops genannt, bewirken die
Hemmung der Immunantwort und es kann die Apoptose in DCs eingeleitet
werden.'®® Aidkins et a/. konnten bereits /n vitro eine Interaktion von Y. enterocolitica
und DCs fluoreszenzmikroskopisch darstellen.

Ziel dieser Untersuchung war, den Kontakt zwischen Y. enterocolitica und CD11c"-
DCs /in vivo darzustellen. Bei vorherigen Versuchen zeigten sich Hinweise auf eine
maogliche Interaktion, besonders zu friihen Zeitpunkten der Infektion (siehe 3.2). Es
wurden C57BL/6-Mause mit Y. enterocolitica pYV infiziert und zu den Zeitpunkten 30
Minuten, drei, sechs, und 12 Stunden (Dosis 1 x 10”) sowie einen und drei Tage nach
Infektion (Dosis 5 x 10%), Cryoschnitte der Milz angefertigt. Auch bei den Mausstam-
men MyD88”", TRIF/", TLR2x4”" und 129Sv wurde die Frage der Interaktion am drit-
ten Tag nach der Infektion untersucht (Dosis siehe Tab. 6). Fir die fluoreszenzmik-
roskopische Untersuchung wurden CD11c™-DCs und Yersinien mit spezifischen
Antikdrpern markiert und mittels Fluoreszenz Sekundarantikérpern gefarbt. Um die
Struktur der Milz beurteilen zu kdnnen, wurde eine Kernfarbung (DAPI) angewendet.
Zu den Zeitpunkten 30 Minuten und drei Stunden nach der Infektion befinden sich
Yersinien zusammen mit CD11c*-DCs in der MZ der LF. Die Yersinien kénnen in star-
ker VergroBerung einzeln dargestellt werden und es ist eine raumliche Beziehung
zwischen CD11c™-DCs und VY. enterocolitica zu sehen. Abbildung 31 (erste Reihe)
zeigt die Vorgehensweise, um vergroBerte Aufnahmen eines Gebietes zu erstellen.
Einzelne Bakterien lassen sich nicht nur durch die Farbung, sondern auch durch Gré-
Be (0,5-0,8 x 1-3 pm) und Stabchen-Form erkennen (siehe Abb. 27 und 28).
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Ye 1 x 107 30 min

CD11c

Abb. 27: Die Interaktion in C57BL/6-Mé&usen 30 Minuten nach der Infektion mit Y. enterocolitica.
C57BL/6-Méause wurden mit 1 x 107 Y. enterocolitica pYV* infiziert und Cryoschnitte der Milz angefertigt.
Mittels Fluoreszenzfarbung wurden CD11c*-Zellen rot, Yersinien griin gefarbt. Bilder in zweifach Zoom aus

63 x Vergrolerung.

Ye1x 10”3 h

CD11c

Abb. 28: Die Interaktion in C57BL/6-Mausen drei Stunden nach der Infektion mit Y. enterocolitica.
C57BL/6-Méause wurden mit 1 x 107 Y. enterocolitica pYV" infiziert und Cryoschnitte der Milz angefertigt.
Mittels Fluoreszenzfarbung wurden CD11c*-Zellen rot, Yersinien griin gefarbt. Bilder in zweifach Zoom aus

63 x Vergrolerung.



Ergebnisse

Zu den Zeitpunkten sechs und 12 Stunden nach der Infektion mit Y. enterocolitica
lassen sich in der VergroBerung weniger einzelne Bakterien in der Milz erkennen
(siehe Abb. 28 und 29). Es sind Kolonien von Bakterien zu sehen, welche sehr viele
Antikdrper binden und ein starkes Signal abgeben. Diese Kolonien befinden sich in
groBerer raumlicher Distanz zu CD11c™-DCs, da sich DCs zu diesem Zeitpunkt der
Infektion Uberwiegend in der T-Zell-Region und nur in geringer Anzahl in der MZ be-
finden. Wenn auch nicht mehr so zahlreich wie 30 Minuten und drei Stunden nach
der Infektion, sind Kontakte zwischen CD11c*-DCs und Yersinien nachweisbar.
Ye1x10"6 h

-
CD11c

Abb. 29: Die Interaktion in C57BL/6-Mausen sechs Stunden nach der Infektion mit Y. enterocolitica.
C57BL/6-Méause wurden mit 1 x 10" Y. enterocolitica pYV* infiziert und Cryoschnitte der Milz angefertigt.
Mittels Fluoreszenzfirbung wurden CD11c*-Zellen rot, Yersinien griin gefarbt. Bilder in zweifach Zoom aus

63 x Vergrolierung.
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Ye1x1076 h

-
CD11c

Abb. 30: Die Interaktion in C57BL/6-Mausen 12 Stunden nach der Infektion mit Y. enterocolitica.
C57BL/6-Méause wurden mit 1 x 107 Y. enterocolitica pYV" infiziert und Cryoschnitte der Milz angefertigt.
Mittels Fluoreszenzfirbung wurden CD11c*-Zellen rot, Yersinien griin gefarbt. Bilder in zweifach Zoom aus
63 x Vergrolerung.

Einen Tag nach der Infektion von C57BL/6-Mdusen mit Y. enterocolitica lassen sich,
ahnlich wie 12 Stunden nach der Infektion, wenige einzelne Bakterien erkennen. Es
sind Kolonien von Bakterien und Abszesse zu sehen. Wieder ist eine groBere raumli-
che Distanz von CD11c*-Zellen und Yersinien gegeben, da sich die DCs zu diesem
Zeitpunkt der Infektion Uberwiegend in der T-Zell-Region befinden. Dennoch lassen
sich einzelne Bakterien in unmittelbarer Ndhe zu CD11c™-DCs erkennen (siehe Abb.

31). Besonders am Rande von Abszessen befinden sich DCs in Kontakt mit Yersinien.
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Ye 5 x 10* 1 dpi

100pm

CD11c
Abb. 31: Die Interaktion in C57BL/6-Mausen einen Tag nach der Infektion mit Y. enterocolitica.
C57BL/6-Méause wurden mit 5 x 10* Y. enterocolitica pYV" infiziert und Cryoschnitte der Milz angefertigt.
Mittels Fluoreszenzfarbung wurden CD11c*-Zellen rot, Yersinien griin gefarbt. Die obere Reihe zeigt
exemplarisch die Entstehung eines stark vergrof3erten Bildausschnittes. Die Késten markieren die Bildaus-
schnitte von links nach rechts: 20 x, 63 x Vergrderung und zweifach Zoom aus der 63x VergroRerung. Die
untere Reihe zeigt Bilder in zweifach Zoom aus der 63 x VVergroRerung.
Die Interaktion zwischen DCs und Yersinien wurde in den Knockout-Mausen und
129Sv-Mdusen lediglich am dritten Tage der Infektion mit Y. enterocolitica unter-
sucht. Es konnte leider keine Untersuchung zu friiheren Infektionszeitpunkten bei
diesen Mausen vorgenommen werden, da die Anzahl der Zuchttiere dies nicht zulieB.
Am dritten Tag nach der Infektion ist die Abszessbildung in der Milz bei allen Maus-
stdmmen weit fortgeschritten. Es lassen sich nur wenige einzelne Bakterien am Ran-
de von Abszessen erkennen. In TLR2x47™-, TRIF'- und 129Sv-M&usen ist vereinzelt
ein Zusammentreffen von Yersinien und CD11c-Zellen zu sehen (siehe Abb. 32). In
der Milz von MyD887-Mausen ist keine Interaktion zu beobachten. Dies mag an der

besonders starken Abszessbildung in diesen Mausen liegen.

72



Ergebnisse

g

100pm

100pm

TLR2xTLR4

100pm

100pm

CD11c
Abb. 32: Die Interaktion in MyD88"-, TLR2x4"-, TRIF’-" und 129Sv-Méausen drei Tage nach der In-

fektion mit Y. enterocolitica. Die Mause wurden mit Y. enterocolitica pYV" infiziert und Cryoschnitte der
Milz angefertigt. Mittels Fluoreszenzfarbung wurden CD11c*-Zellen rot, Yersinien griin gefarbt. Fir die
CFU siehe Tab. 6. Die Mausstamme sind in der Reihenfolge MyD88™, TLR2x4™, TRIF" und 129Sv von
oben nach unten zu sehen. Die Kasten markieren die Bildausschnitte. Die linke Spalte zeigt ein Bild in 20 x
Vergroerung; die mittlere Spalte eine 63 x VergroBerung des Bildausschnitts von links und die rechte Spalte

einen zweifach Zoom des Bildausschnitts aus der Mitte.
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Vorausgegangene Bilder konnten zahlreiche Interaktionen zwischen Yersinien und
DCs zeigen, jedoch nicht eindeutig die Frage nach intrazelluldren Bakterien klaren.
Um den Kontakt zwischen Y. enterocolitica und DCs aus einem anderen Blickwinkel
zu untersuchen, wurden Cryoschnitte der frihen Infektionszeitpunkte (30 Minuten,
drei, sechs und 12 Stunden) von C57BL/6-Mausen mit einem konfokalen Fluores-
zenzmikroskop untersucht.

Zunachst wurden die Beobachtungen aus 3.2 bestatigt. Die Yersinien befinden sich
rund um die LF angeordnet, in steigender Anzahl mit fortschreitender Infektion. Zu
friihen Zeitpunkten der Infektion sind viele einzelne Bakterien vorhanden, spater sind
diese zunehmend in Kolonien angeordnet (siehe Abb. 33).

30 Minuten 3 Stunden

6 Stunden 12 Stunden

CD11c

Abb. 33: Die Interaktion in C57BL/6-Mé&usen 30 Minuten und drei, sechs und 12 Stunden nach der
Infektion mit Y. enterocolitica. C57BL/6-Mause wurden mit 1 x 10" Y. enterocolitica pYV" infiziert und
Cryoschnitte der Milz angefertigt. Mittels Fluoreszenzfarbung wurden CD11c*-Zellen rot und Yersinien
grin gefarbt. Die Abbildungen zu den Infektionszeitpunkten wie folgt angeordnet: Oben links 30 Minu-

ten; oben rechts 3 Stunden; unten links 6 Stunden; unten rechts 12 Stunden.
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AnschlieBend wurde die Funktion der Leica Confocal Software genutzt, mehrere Bild-
ebenen Ubereinanderzulegen und ein zweidimensionales Bild der Milzschnitte zu er-
zeugen. Dadurch sollte weiter eingegrenzt werden, ob Yersinien intrazellular in DCs
zu finden sind. Da einzelne Yersinien 30 Minuten und drei Stunden nach der Infektion
am haufigsten zu finden waren, wurden diese Zeitpunkte fir die Anwendung ausge-
wahlt. Hier lassen sich Yersinien in unmittelbarem Kontakt zu DCs erkennen (siehe
Abb. 34). Dies ist sowohl in der Aufsicht als auch in der horizontalen und vertikalen
Schnittebene zu erkennen. Allerdings lasst sich auch mit dieser Methode nicht ein-
deutig sagen, ob sich die Yersinien innerhalb der DCs befinden.

30 Minuten

3 Stunden

CD11c

Abb. 34: Die Interaktion in C57BL/6-Mé&usen 30 Minuten und drei Stunden nach der Infektion mit Y.
enterocolitica. C57BL/6-Mause wurden mit 1 x 10 Y. enterocolitica pYV* infiziert und Cryoschnitte der
Milz angefertigt. Mittels Fluoreszenzfarbung wurden CD11c*-Zellen rot und Yersinien griin gefarbt. In der
oberen Reihe sind die Bilder 30 Minuten und in der unteren Reihe drei Stunden nach Infektion zu sehen. Die
vertikale Linie entspricht der Schnittebene des rechten Bildrandes und die horizontale Linie entspricht der
Schnittebene des unteren Bildrandes.
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Es konnte eine Interaktion bzw. ein direkter Kontakt zwischen CD11c*-DCs und Y.
enterocolitica in vivo gezeigt werden. Am eindrucksvollsten und haufigsten ist dies 30
Minuten und drei Stunden nach der Infektion sichtbar. Zu diesen Zeitpunkten sind in
vergroBerten Aufnahmen viele einzelne Yersinien in unmittelbarer Nahe DCs zu er-
kennen (siehe Abb. 27, 28, 33 und 34). Zu spateren Zeitpunkten der Infektion sind
Yersinien Uberwiegend in Kolonien bzw. Abszessen zu finden und es befinden sich
immer weniger einzelne Bakterien in Kontakt mit DCs. Ein eindeutiger Nachweis in-
trazellularer Yersinien konnte hier leider nicht erbracht werden. Es konnte der unmit-
telbare Kontakt zwischen Y. enterocolitica und DCs in starker VergroBerung und ver-
schiedenen Schnittebenen gezeigt werden. Eine klare Zuordnung der Yersinien als

intrazellular war jedoch nicht mdglich.
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4 Diskussion

Die Interaktion zwischen Y. enterocolitica und dem angeborenen Immunsystem wur-
de schon vielfach untersucht. DCs sind professionelle APCs, welche eine Schltisselrol-
le in der Abwehr einer Yersinien-Infektion spielen. Nichtsdestotrotz ist sehr wenig
Uber die Wechselbeziehung zwischen Y. enterocolitica mit DCs bekannt. Y. enteroco-
litica ist ein durch Nahrungsmittel Ubertragener Erreger, der chronische und akute
Erkrankungen des gastrointestinalen Systems verursacht. Nach der oralen Aufnahme
wird Y. enterocolitica ber die M-Zellen in die Peyer-Plaques aufgenommen und ver-
breiten sich weiter in Leber und Milz. Obwohl sich Yersinien in infiziertem Gewebe
liberwiegend extrazellulér befinden, sind T-Zellen essentiell fiir die Uberwindung der
Infektion. I. B. Autenrieth et a/. haben die Bedeutung von T-Zellen und inflammatori-
schen Zytokinen bei der Eradikation von Y. enterocolitica in mehreren Studien darge-
stellt,19% 19% 200 Betrachtet man die wichtige Rolle der DCs in der Initiierung und Re-
gulation der adaptiven Immunabwehr und der T-Zell-Antwort!’ %7, ist es nicht
verwunderlich, dass Yersinien Strategien entwickelt haben, um die Erkennung durch
DCs zu umgehen. Nicht nur in der Regulation der adaptiven Immunabwehr spielen
DCs eine Rolle. Sie beeinflussen ebenfalls die Funktion der angeborenen Immunab-
wehr. Es gibt Hinweise auf eine komplexe Beeinflussung des Phagozyten-
Gleichgewichts durch DCs. Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigten eine bes-
sere Kontrolle der Yersinien-Infektion bei der Depletion von DCs vor der Infektion.?*
In DC depletierten Mausen wurden eine erhdhte Rekrutierung von neutrophilen Gra-
nulozyten und eine bessere Befahigung zur Bakterientétung beobachtet.

Y. enterocolitica kann dank seines TTSS eine Reihe von Effektorproteinen (Yops) in
Wirtszellen einschleusen. Verschiedene Arbeitsgruppen haben gezeigt, dass DCs ne-
ben B-Zellen, neutrophilen Granulozyten und MF ebenfalls Ziel dieser Effektorprotei-
ne sind. Mehrere Arbeiten wiesen die Hemmung der phagozytischen Aktivitat und
Antigenprésentation von DCs durch Yops nach.?% 2% S, E. Autenrieth et al. zeigten

ebenfalls eine Hemmung der Antigenaufnahme in DCs durch YopP.?*® Auf diesem
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Weg kann Y. enterocolitica nicht nur die angeborene, sondern auch die adaptive
Immunabwehr beeinflussen. Durch die eingeschrankte Funktion der DCs und anderer
Immunzellen wird die T-Zell-Aktivierung gehemmt. Trlilzsch et a/. erwiesen eine ver-
ringerte CD8*-T-Zell-Aktivierung durch YopP.?'° Es bleibt jedoch fraglich, ob die
Hemmung der phagozytischen Aktivitét und Antigenprozessierung von DCs durch
Yops bei der verminderten T-Zell-Aktivitdt eine bedeutende Roll spielt. Die verringer-
te T-Zell-Aktivierung kdnnte ebenfalls auf die Induktion der Apoptose von DCs und
die Hemmung der Produktion von proinflammatorischen Zytokinen durch YopP zu-
riickzufiihren sein. >l 2%

Ein weiterer Ansatz ist die Untersuchung der verschiedenen DC-Subtypen und ihrer
Aufgaben bei der Immunantwort auf Y. enterocolitica. Es werden drei Subtypen von
DCs unterschieden, CD8a*-, CD4"- und CD8a-CD4-DCs. S. E. Autenrieth et a/. er-
kannten die Wichtigkeit der CD4"-DCs bei der Kontrolle einer Infektion von Mausen
mit Y. enterocolitica.’*® Unsere Arbeitsgruppe untersuchte die Beeinflussung von ver-
schiedenen DC-Subtypen bei einer Yersinien-Infektion /n vivo und fand eine vermin-
derte Fahigkeit zur T-Zell-Aktivierung von CD8a*-DCs, jedoch nicht der anderen bei-
den Subtypen.?”® CD8a*-DCs verstiarken die Immunantwort von CD4*-T,1-Zellen,
welche essentiell ist um den Erregern Einhalt zu gebieten. AuBerdem wurde eine
verminderte Antigenaufnahme und -prozessierung sowie Zytokinproduktion bei
CD8a*-DCs beobachtet, wohingegen die Antigenaufnahme der anderen Subtypen zu
nahm. Da CD8a"-DCs derjenige Subtyp mit der effektivsten Antigenaufnahme in der
Milz ist®, kdnnten sie durch die vermehrte Injektion von Yops gleichfalls am stérks-
ten in ihrer Funktion gehemmt werden. Ein zusatzlicher Aspekt in der Wechselwir-
kung von Y. enterocolitica und DCs ist die Induktion der Reifung von DCs durch Yer-
sinien. Unserer Arbeitsgruppe fand eine vermehrte Reifung von allen DC-Subtypen /n
vivo nach der Infektion, jedoch eine Reduktion von reifen DCs am dritten Tag nach
der Infektion mit Y. enterocolitica.**® Dagegen wurde bei der in vitro Infektion eine
Hemmung der DC-Reifung beobachtet.?*! Dieser Unterschied kann mit einer geringe-
ren Yop Injektion /n vivo erklart werden. Bisher wurde lediglich eine erhéhte Expres-

sion von Reife-Markern als Reaktion auf eine Bakterieninfektion beobachtet. Die Da-
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ten lassen vermuten, dass Y. enterocolitica zunachst ebenfalls eine Reifung von DCs
induziert, diese in einem nachsten Schritt jedoch durch Effektorproteine hemmt. An-
dererseits konnte die reduzierte Expression von Reife-Markern auch aufgrund des
gesteigerten Umsatzes und der Rekrutierung von unreifen DCs zustande kommen.
Wie die Selektion der DC-Subtypen zustande kommt und welche Funktionen dabei
eine Rolle als Angriffspunkte zur Schwachung der kdrpereigenen Abwehr spielen,
bleibt Inhalt weiterer Untersuchungen. Auch bleibt zu ergriinden, inwiefern eine Yop-
Injektion in T-Lymphozyten einen direkten Effekt auf die Proliferation und Reifung
dieser Zellen hat.

In dieser Arbeit wurde die Wechselbeziehung zwischen Y. enterocolitica und DCs mit
bildgebenden MaBnahmen untersucht. Zielstruktur war in diesem Fall die Milz, wel-
che als zentrales lymphatisches Organ einen Schauplatz fir das Zusammentreffen
von Yersinien und Immunzellen bietet. Hierdurch erhoffte man sich, die komplexen
Vorgange bei einer Immunantwort auf VY. enterocolitica besser nachvollziehen zu
kdnnen. Konkrete Untersuchungskriterien waren: (1) Die Lokalisation von DCs inner-
halb der Milzstrukturen im Verlauf einer Infektion mit Y. enterocolitica; (2) die Anzahl
der DCs und die Abszessbildung in der Milz im Verlauf einer Yersinien-Infektion; (3)
die Darstellung der Interaktion von DCs und Yersinien sowie der Nachweis von intra-

zellularen Yersinien /in vivo.

4.1 Verteilung der DCs in der Milz wahrend einer Infektion mit

Y. enterocolitica

Die Milz ist ein Organ des lymphatischen Systems und spielt eine groBe Rolle in der
Abwehr koérperfremder Stoffe. Nach einer enteralen Infektion mit Y. enterocolitica
befallen die Bakterien ebenfalls Leber und Milz. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass
Yersinien Uber den Blutweg zuerst die PFZ und MZ der Milz erreichen. Sie gelangen
Uber die Trabekelarterien, die Zentralarterien und ihre abgehende Arteriolen und

schlieBlich in die Pulpastrange der PFZ und MZ (siehe Abb. 7). DCs gehdren zu den
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APCs, welche sich in der Milz tiberwiegend in der MZ der LF befinden. Dort filtern sie
Bakterien und Antigene aus dem Blut heraus, um diese anschlieBend auf ihrer Zell-
oberflache mittels MHC-II-Molekilen T-Zellen zu prasentieren. Zusatzlich findet eine
Einwanderung von peripheren DCs statt, die im Gewebe durch Pathogene aktiviert
wurden. Durch ihre Fahigkeit T-Zellen zu aktivieren, spielen DCs eine essentielle Rol-
le in der Immunabwehr von Y. enterocolitica.**> 1** Da T-Zellen iiber die MZ in die
PALS einwandern, kommen sie auf diesem Weg mit APCs in Kontakt. AuBerdem wird
angenommen, dass DCs nach ihrer Aktivierung in die T-Zell-Zone einwandern und
dort eine groBe Anzahl von T-Zellen zur Ausreifung und Differenzierung zu bringen.
Verschiedene Arbeitsgruppen haben bereits eine DCs-Migration von der MZ in die
PALS, nach ihrer Aktivierung durch pathogene Keime, fluoreszenzmikroskopisch un-
tersucht. De Smedt et a/. zeigten die Uberwiegende Lokalisation von DCs in der MZ
bei nichtinfizierten Mausen und einen Wechsel von DCs in die PALS, 6 Stunden nach
Behandlung mit dem Bakterienprodukt LPS.>® Muraille et a/. konnten eine Migration
von DCs in die PALS nach einer Infektion mit lebenden L. monocytogenes, jedoch
nicht nach Behandlung mit hitzegetéteten L. monocytogenes, nachweisen.?*® Es fand
also nur bei einer Infektion mit Bakterienstammen, welche eine protektive Immun-
antwort ausldsen, eine Migration von DCs in die T-Zell-Zone statt. Aoshi et a/. fanden
ebenfalls eine Migration von DCs in die PALS, 9 Stunden nach einer Infektion mit L.
monocytogenes.*'®

In dieser Arbeit wurde ebenfalls eine Veranderung der Verteilung von DCs in der
Milz, wahrend einer Infektion mit Y. enterocolitica, gezeigt. Eine Migration von DCs in
die PALS findet 6 Stunden nach einer Infektion mit dem pYV*-Wildstamm von Y. en-
terocolitica statt. Bei PBS behandelten Mausen befanden sich DCs (iberwiegend in
der MZ und PFZ und zu einem geringen Teil in der PALS- bzw. T-Zell-Region. Dem-
gegeniliber kehrte sich einen Tag nach der Infektion mit Y. enterocolitica diese Ver-
teilung genau um. Die DCs waren nun in der PALS und weniger in der MZ und PFZ zu
finden. Mit Hilfe einer Infektionsreihe wurde der genaue Zeitpunkt des Wechsels von
DCs in die PALS bestimmt. Die Verteilung von DCs a@nderte sich 6 Stunden nach der

Infektion mit Y. enterocolitica. Die DCs waren bis 3 Stunden nach der Infektion
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Uberwiegend in der MZ und PFZ lokalisiert. Nach 6 Stunden befanden sie sich zum
GroBteil in der PALS- bzw. T-Zell-Region.

Die Beobachtungen von Muraille und Aoshi et al., dass Bakterien in Anwesenheit von
CD11c"-Zellen in die PALS Ubergehen, konnten mit Yersinien nicht bestatigt werden.
Dies mag daran liegen, dass Yersinien im Gegensatz zu L. monocytogenes Gberwie-
gend extrazelluldre Bakterien sind. Muraille ef a/. fanden sowohl lebende als auch
abgetotete L. monocytogenes berwiegend intrazellular von MF und weniger in DCs.
Ihrer Meinung nach koénnten die Bakterien durch Wanderung mittels
Aktinpolymerisation oder durch infizierte MF in die T-Zell-Zone gelangen. Aoshi et a/.
beobachteten, dass der Befall der PALS durch L. monocytogenes die Anwesenheit
von CD11c™-Zellen bendtigte und die Bakterien nicht selbststéndig in die PALS-
Region einwanderten. In unseren Versuchen waren Yersinien bis zu 12 Stunden nach
der Infektion in steigender Anzahl in der MZ zu finden. Die MZ und PFZ stellen den
Ubergang von der WP zur blutreichen RP dar. Dort enden zahlreiche Arteriolen, wel-
che von Zentralarterien und Trabekelarterien gespeist werden. Die Yersinien gelan-
gen zuerst mit dem Blut in die PFZ und MZ, wo sie um die LF angeordnet bis 12
Stunden nach der Infektion zu sehen sind. Bis zu diesem Zeitpunkt konnten wir keine
Migration von Yersinien in die PALS beobachten. Allerdings waren 24 Stunden nach
der Infektion mit Y. enterocolitica kleine Abszesse sowohl in der PALS als auch in der
MZ zu finden (siehe Abb. 9 und 10). Daher muss die Einwanderung von Yersinien in
die PALS zwischen 12 und 24 Stunden nach der Infektion stattgefunden haben. Ob
dies durch Transport von intrazellularen Bakterien geschieht oder durch eine Wande-
rung von Yersinien entlang der Milzstrukturen, kann nur vermutet werden. Auf wel-
chem Weg Yersinien in die PALS gelangen und ob sie durch DCs oder MF dorthin ge-
langen, bleibt Inhalt weiterer Untersuchungen. So kénnte der Zeitraum 12 bis 24
Stunden nach der Infektion mit einer Yersinien- und DC-Fluoreszenzfarbung untersu-
chen werden. Die Rolle von MF bei dem Ubertritt von Yersinien in die PALS kénnte
mittels Mac-3 Farbung verdeutlicht werden.

Ein Schwachpunkt der oben genannten Beobachtungen ist sicherlich die genaue De-

finition der unterschiedlichen Milzstrukturen und Zellareale. In dieser Arbeit wurde
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die PALS- bzw. T-Zell-Zone mittels DAPI-Kernfarbung und der sichtbaren Struktur der
LF bestimmt (siehe Abb. 7 bis 10). Zelldichte Areale wurden als GC und B-Zell-Zone
definiert, zellarmere Areale um die Zentralarteriole als T-Zell-Zone. Das unmittelbare
Gebiet um den LF wurde als MZ festgelegt, an welche sich weiter in der Peripherie
die PFZ anschlieBt. Um die PALS genauer einzugrenzen, konnte eine T-Zell-
Fluoreszenzfarbung angewendet werden. Andere Arbeitsgruppen verwendeten an-
stelle von einer DAPI-Kernfarbung eine Phalloidin-Farbung, welche zelluldres Aktin
markiert.?% 219

Ein weiterer interessanter Aspekt ist die Verteilung der DC-Subpopulationen wahrend
einer Yersinien-Infektion. In dieser Arbeit wurde deshalb der Versuch unternommen,
eine CD8 und CD4 spezifische Fluoreszenzfarbung zu etablieren, was jedoch zu kei-
nen zufriedenstellenden Ergebnissen fiihrte. Eine Etablierung dieser Farbungen ge-
meinsam mit einer Yersinien- und DC-Fluoreszenzfarbung ware fiir die Zukunft win-

schenswert.

4.2 Einfluss einer Y. enterocolitica Infektion auf die Anzahl

der DCs und Abszessbildung innerhalb der Milz.

Eine wichtige Eigenschaft von Y. enterocolitica um die Immunabwehr des Wirtes zu
umgehen, ist das TTSS, Uber welches eine Reihe von Pathogenitatsfaktoren (siehe
Tab. 1 und 2) in eukaryontische Zellen eingebracht werden. Sie beeinflussen die Im-
munantwort auf verschiedenen Ebenen. Durch Blockade von Transkriptionsfaktoren
wird die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen in Phagozyten gehemmt. In
DCs wirken die Pathogenitatsfaktoren inhibierend auf Proliferation, Reifung, Antigen-

aufnahme und —prozessierung.?%%3

Zudem kann die Apoptose eingeleitet
werden.'® ! Vorausgegangene Versuche der Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass
eine Infektion mit Y. enterocolitica eine Reduktion der Anzahl von CD8a*- und CD4"-

DCs in der Milz bewirkt.??® In mit LPS behandelten oder mit £.co/i infizierten Mausen
56, 242
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Bei einer Yersinien-Infektion wird die Reduktion der DCs zum Grofteil von Virulenz-
faktoren des Bakteriums verursacht. Die Auswanderung von DCs in die Peripherie
und die Hemmung der Immunantwort durch regulatorische Mechanismen spielen hier
eine untergeordnete Rolle. Die Virulenzfaktoren fiihren zum Zelltod von DCs und be-
wirken eine Hemmung der Proliferation und Generierung von DCs. Dennoch gibt es
effektive Wege, Uiber welche das Immunsystem stimuliert und die Infektion aufgehal-
ten werden kann. Einer dieser Aktivierungswege sind die TLRs. Sie sind
membranstandige Rezeptoren welche an PAMPs auf Bakterien binden und von ver-
schiedenen Immunzellen, darunter auch DCs, exprimiert werden. Da TLRs und ihre
Adaptermolekiile MyD88 und TRIF eine wichtige Funktion bei der Einleitung der Im-
munantwort auf Y. enterocolitica einnehmen und Uber ihren Einfluss auf den Infekti-
onsverlauf nur wenig bekannt ist, wurde in dieser Arbeit die Abszessbildung und DC-
Zahl in entsprechenden Knockout Mausen untersucht.

Vorausgegangene FACS-Messungen unserer Arbeitsgruppe ergaben eine Reduktion
CD8a*- und CD4*-DCs in der Milz von C57BL/6 und MyD88”" Mausen um bis zu 80%
am dritten Tag nach der Infektion mit Y. enterocolitica. **° In vorliegender Arbeit lieB
sich dies fluoreszenzmikroskopisch flr Wildtyp-Mause (C57BL/6 und 129Sv) und
MyD887" Mausen nachvollziehen. Am dritten Tag nach der Infektion war eine deutli-
che Reduktion CD11c*-DCs sichtbar (siehe Abb. 17, 19 und 22). Analog zur verrin-
gerten DC-Anzahl fand sich eine starke Abszessbildung in diesen Mausstammen. Die
starkste Abszessbildung war in MyD887" M3usen vorhanden (siehe Abb. 19). Hier war
auch im FACS der gréBte Reduktion von DCs sichtbar. Die ebenfalls von unserer Ar-
beitsgruppe mittels FACS untersuchten Mausstamme TLR27'xTLR4” und TRIF'" wie-
sen im Gegensatz zu Wildtyp-M3usen und Myd88”-M&usen wéhrend der Infektion
und im Vergleich zu PBS-behandelten Mausen eine annahernd gleichbleibende Anzahl
von DCs auf.?®® Auch diese Beobachtungen konnten in vorliegender Arbeit untermau-
ert werden. Fluoreszenzmikroskopisch war die Anzahl von CD11c*-Zellen in TLR27"
XTLR47"- und TRIF*-M&usen am dritten Tag nach der Infektion nur méBig verringert
(siehe Abb. 20 und 21). Bei TRIF"-M3usen nahmen die Abszesse die geringste Fl&-
che ein (siehe Abb. 21). TLR27XTLR4"-Mause zeigten weniger Abszesse als Wildtyp-
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Mause und MyD887-Mause. TLR27/XTLR4”"-Mduse wurden auf einem C57BL/6 x
129Sv Hintergrund geziichtet, weshalb die Wildtyp-Mause 129Sv und C57BL/6 in die-
ser Arbeit als Kontrolle untersucht wurden. Interessanterweise lagen die Werte fir
Fldche und Umfang der Abszesse von TLR27XTLR47-M&usen zwischen den Werten
von C57BL/6- und 129Sv-Mdusen (siehe Tab. 7). Die histologischen Ergebnisse die-
ser Arbeit beziiglich der Abszessbildung und DC-Zahl stlitzen also Erkenntnisse aus
voran gegangenen Versuchen der Arbeitsgruppe.??® Die geringe Abszessbildung und
hohe Anzahl an CD11c*-DCs am dritten Tag nach der Infektion mit Y. enterocolitica
in TRIF/- und TLR27'XTLR4”-M&usen bekréftigt, dass der Verlust von CD8a*- und
CD4"-DCs Uber die Signalwege TLR2, TLR4 und TRIF beeinflusst wird. Die extrem
starke Abszessbildung und dezimierte CD11c*-DC-Zahl in MyD88”"-M&usen, spricht
fur eine tragende Rolle dieses Adaptermolekiils bei der effektive Immunabwehr einer
Yersinien-Infektion.

In vorliegender Arbeit wurden nur CD11c™-DCs fluoreszenzmikroskopisch Untersucht
und nicht weiter in die Subpopulationen CD8a*-, CD4"- und CD8a-CD4-DCs unter-
teilt. Die Ansatze, CD8a und CD4 spezifische Fluoreszenzfarbung zu etablieren, er-
brachten keine zufriedenstellenden Ergebnisse. Es ware also von Interesse, diese
Fluoreszenzfarbungen zu etablieren und an verschiedenen Infektionszeitpunkten die
DC-Zahl in den unterschiedlichen Knockout-Mausen zu untersuchen. So wirde man
bei einer CD4"-CD8a*-Fluoreszenzmarkierung eine stark verminderte Anzahl an
CD4*- und méBig verminderte Anzahl an CD8a*-DCs in MyD88”" und Wildtyp-Mausen
erwarten. In TLR27XTLR4”- und TRIF/-M&usen wiirde dagegen eine weitgehend
normale Anzahl an CD8a*- und CD4"-DCs zu finden sein. Hier ist der Vergleich mit
PBS behandelten Mausen bedeutsam. AuBerdem waren weitere Untersuchungen mit-
tels FACS von Wildtyp-Mausen zu friihen Infektionszeitpunkten denkbar, um diese

mit den Ergebnissen aus dieser Arbeit vergleichen zu kdnnen.
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4.3 Interaktion Yersinien und DCs

Yersinien interagieren mit DCs und vermindern ihre Fahigkeit der T-Zell-
Aktivierung.”!> 2! Der in dieser Arbeit verwendete Wildtypstamm besitzt das
Virulenzplasmid pYV, welches Yersinien die Fahigkeit verleiht, das TTSS auszubilden.
Yersinien binden mittels des Adhdsins YadA an Integrine auf der Zelloberflache und
durch den Injektionsapparates kdnnen Effektorproteine/Yops in die Zelle gelangen.
Die Yops wirken hemmend auf Phagozytose, Antigenprozessierung, Zytokinprodukti-
on und Differenzierung der DCs.>%?*? Es ist ebenfalls erwiesen, dass sie die Apopto-
se in DCs einleiten kénnen, '8 24

Die Interaktion von Y. enterocolitica und DCs wurde bereits /n vitro von Adkins et al.
fluoreszenzmikroskopisch dargestellt.>*> In dieser Arbeit konnte ebenfalls fluores-
zenzmikroskopisch eine Interaktion bzw. ein direkter Kontakt zwischen CD11c"-DCs
und Y. enterocolitica in vivo gezeigt werden. Am eindrucksvollsten und haufigsten ist
dies 30 Minuten und 3 Stunden nach der Infektion zu sehen (siehe Abb. 26, 27, 32
und 33), da sich zu diesen friihen Zeitpunkten der Infektion einzelne Yersinien zu-
sammen mit DCs in der MZ befinden. An spateren Zeitpunkten sind Yersinien lber-
wiegend in Kolonien bzw. Abszessen zu finden. Es besteht eine gréBere raumliche
Distanz zwischen Bakterien und DCs, da diese in die T-Zell-Zone migrieren. Nichts-
destotrotz sind auch hier Interaktionen zwischen DCs und Yersinien zu finden. Als
schwierig erwies sich die Darstellung von intrazellularen Yersinien. Es konnte ein un-
mittelbarer Kontakt von Yersinien und DCs dargestellt werden. Jedoch erwies sich in
der Ansicht aus verschiedenen Schnittebenen die Bestimmung der genauen Lokalisa-
tion von Yersinien als schwierig. Die verwendeten Cryoschnitte sind mit 5 pm sehr
diinn, dennoch ist eine Uberlagerung von Yersinien und DCs nicht auszuschlieBen.
Dieses Problem stellt sich in der /in vitro Infektion von DCs mit Yersinien nicht. Adkins
et al. konnten mit dem Konfokalmikroskop /n vitro zahlreiche intrazelluldre Yersinien
nachweisen.”®? Extrazelluldre Yersinien wurden mittels Gentamicin-killing-assay be-
seitigt. AuBerdem ist bei einer /n vitro Untersuchung die Anzahl an mdglichen Inter-

aktionen und damit an intrazelluldren Yersinien erheblich gréBer. In der Milz ist durch
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den groBen Raum und die unterschiedlichen Kompartimente nur in bestimmte Gebie-
te eine Interaktion mdglich und das, wie zuvor beschrieben, auch nur zu bestimmten
Zeitpunkten der Infektion. Ein weiterer Grund flir das Fehlen von intrazellularen Yer-
sinien /n vivo kénnte die Verwendung des virulenten Yersinien Wildstamms pYV*
sein. Adkins et al. sahen /n vitro eine um 25% geringere Anzahl an intrazellularen
Bakterien bei der Infektion von DCs mit pYV*- als mit pYV-Yersinien.>*? Dies bests-
tigt die Annahme, dass pYV' die Phagozytose und Bakterienaufnahme von DCs
hemmt.?*

In dieser Arbeit wurde die Interaktion von Yersinien und DCs nur in C57BL/6-Mausen
zu frihen Infektionszeitpunkten untersucht. In 129Sv-Mdusen und den Knockout-
Mé&usen MyD88”", TRIF”" und TLR27x4”" wurde die Interaktion lediglich am dritten
Tag nach der Infektion mit Y. enterocolitica untersucht. Zu diesem Zeitpunkt der In-
fektion ist die Abszessbildung in der Milz besonders in Wildtyp-M&usen und MyD887"-
Mausen weit fortgeschritten und nur wenige Interaktionen zu finden. Aber auch bei
TRIF”- und TLR27x47-M&usen, welche weniger Abszesse aufweisen, ist nur eine
geringe Zahl an Interaktionen am dritten Tag nach der Infektion sichtbar. Es ware
von Interesse die Interaktion in diesen Mausstammen zu frihen Infektionszeitpunk-
ten zu untersuchen. Eine verringerte Anzahl von Interaktionen zu friihen Zeitpunkten
der Infektion kénnte einen Hinweis darauf geben, dass die TLRs und ihre Adaptermo-
leklle die Interaktion zwischen Yersinien und DCs beeinflussen. Eine Schwierigkeit

wird dabei sein, die Anzahl von Interaktionen objektiv zu bestimmen.

4.4 Schlussfolgerung und Ausblick

In dieser Arbeit wurden verschiedene Aspekte der Wechselwirkung zwischen DCs und
Y. enterocolitica histologisch untersucht. Die Erforschung der Wechselwirkung von
DCs und verschiedenen Pathogenen ist wichtig, um zu verstehen wie effektive Im-
munitat erreicht werden kann und kdnnte neue Erkenntnissen flr die Entwicklung

neuer Impfstoffe bringen.
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Es konnte eine Migration von DCs in die PALS bzw. T-Zell-Region 6 Stunden nach
Infektion mit dem pYV* Wildstamm von Y. enterocolitica gezeigt werden. Wahrend
sich die DCs in PBS-behandelten Mausen Uiberwiegend in der MZ befanden. Im Ver-
gleich zu Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen wurde jedoch keine Migration von Yer-
sinien in die PALS in Anwesenheit von DCs beobachtet. Yersinien befinden sich zu
frihen Infektionszeitpunkten in der MZ, wo sie in die Milz eingetreten sind. Allerdings
sind einen Tag nach der Infektion Abszesse sowohl in der MZ als auch in der PALS zu
finden. Es bleibt Inhalt weiterer Untersuchungen, ob die liberwiegend extrazellularen
Yersinien durch intrazelluldren Transport oder eigenstandig in die T-Zell-Region ge-
langen und zu welchem Zeitpunkt der Infektion dies geschieht.

Weiterhin konnte ein direkter Kontakt zwischen CD11c*-DCs und Y. enterocolitica in
vivo gezeigt werden. Zu sehen sind diese Interaktionen gehauft 30 Minuten und 3
Stunden nach der Infektion und in geringem AusmaBe zu spateren Infektionszeit-
punkten. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass sich Yersinien und DCs bis 6 Stunden
nach der Infektion gemeinsam in der MZ befinden und zu spateren Zeitpunkten be-
reits der Wechsel von DCs in die T-Zell Zone stattgefunden hat. Daher stellt sich die
Frage, ob DCs in der Frihphase der Infektion haufiger mit Pathogenitatsfaktoren inji-
ziert werden als zu spateren Zeitpunkten, wenn die Interaktion von Yersinien mit DCs
deutlich geringer ist. Dies konnte mit Hilfe eines Reportersystems untersucht wer-
den.?*® Da die Interaktion in Knockout-Mausen nur zu spiten Zeitpunkten der Infek-
tion untersucht wurde, ware fur die Zukunft eine Untersuchung der Interaktion zu
friihen Zeitpunkten der Infektion mit Y. enterocolitica von Interesse. Hier kdnnte eine
verringerte Anzahl von Interaktionen ein Hinweis auf die Beeinflussung der Interakti-
on durch TLRs und ihre Adaptermolekiile geben. Ein eindeutiger Nachweis von intra-
zelluldren Yersinien konnte in dieser Arbeit nicht erbracht werden, da die Anzahl an
Interaktionen /in vivo relativ gering ist und bei 5 pm dicken Cryoschnitte eine Uberla-
gerung von Yersinien und DCs mdglich ist. Ein Grund flir eine verminderte Anzahl an
intrazelluldren Yersinien konnte die Hemmung der Phagozytose durch das

Virulenzplasmid pYV" des verwendeten Yersinien Wildstamms sein.
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Aufgrund von vorherigen FACS-Analysen der Arbeitsgruppe, welche einen Riickgang
verschiedener DC-Subtypen wdhrend einer Yersinien-Infektion zeigten wurde in die-
ser Arbeit die Anzahl von DCs sowie die Abszessbildung in verschiedenen Maus-
stdmmen untersucht. Es konnte eine Verringerung der Anzahl von DCs am dritten
Tag nach der Infektion mit Y. enterocolitica in Wildtyp-M&usen und MyD88”"-Mausen
fluoreszenzmikroskopisch bestdtigt werden. Zusatzlich wurde die Abszessbildung in
unterschiedlichen Knockout-Mausen verglichen und eine analog zur verringerten DC-
Anzahl starke Abszessbildung in Wildtyp-Mausen und MyD887-Mausen gesehen. Die
starkste Abszessbildung war in MyD887-Mausen vorhanden. Dies spricht fiir den
wichtigen Einfluss des Adapterproteins MyD88 auf zelluldre Vorgange, welche essen-
tiell fur die Immunabwehr von Y. enterocolitica sind. Wie zuvor in der FACS-
Untersuchung gesehen, bestatigt sich in dieser Arbeit die annéhernd gleichbleibende
Anzahl von DCs bei den Mausstammen TLR27XTLR4”" und TRIF'" nach der Infektion
mit Y. enterocolitica. Die geringe Abszessbildung und hohe Anzahl von DCs in TRIF'-
und TLR27°XTLR47"-M&usen bestétigt die Theorie der Beeinflussung des Verlusts von
CD8a*- und CD4"-DCs Uber die Signalwege TLR2, TLR4 und TRIF. Die FACS-Analyse
zeigte einen Unterschied im Rlickgang der verschiedenen DC-Subpopulationen wah-
rend einer Yersinien-Infektion. In dieser Arbeit konnten die verschiedenen DC-
Subtypen jedoch nicht dargestellt werden. Die Etablierung einer CD8a und CD4 spezi-
fischen Fluoreszenzfarbung kdnnte Ziel weiterer Versuche sein.

AbschlieBend muss betont werden, dass die Histologie nur einen sehr kleinen Teil der
Forschungsmdglichkeiten im Zusammenspiel zwischen Y. enterocolitica und DCs dar-
stellt und deshalb in ihrer Aussagekraft limitiert ist. Nichts desto trotz ist sie ein sehr
anschauliches Mittel mit groBer Beweiskraft, wenn sie mit anderen Methoden kombi-

niert werden kann.
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5 Zusammenfassung

DCs sind spezialisierte APCs und stellen eine wichtige Verbindung zwischen angebo-
rener und erworbener Immunabwehr dar. Sie spielen eine tragende Rolle in der Ini-
tilerung der T-Zell-Antwort, was sie zum idealen Ziel flir Krankheitserreger macht. V.
enterocolitica ist ein extrazelluldres Bakterium, welches durch Nahrungsmittel (iber-
tragen wird und akute sowie chronische Gastroenteritis verursacht. Y. enterocolitica
kann Uber ein spezielles Sekretionssystem Effektorproteine in Zielzellen wie Makro-
phagen, DCs, Granulozyten und B-Lymphozyten einbringen und dadurch die Immun-
antwort umgehen. Da DCs nicht nur die Immunantwort, sondern auch die Bildung
des Immungedachtnisses maBgeblich beeinflussen, sind sie von besonderem Interes-
se flir die Erforschung und Entwicklung neuer wirksamer Impfstoffe. AuBerdem ist V.
enterocolitica mit der Fahigkeit Proteine direkt in Immunzellen zu injizieren ein hoff-
nungsvoller Kandidat, als Trager von Impfstoffen oder Adjuvant zu fungieren. Bis
dahin gilt es, die Interaktion zwischen Y. enterocolitica und DCs sowie die Wirkungs-
weise der Effektorproteine auf die Funktion der DCs zu ergriinden.
In dieser Arbeit wurde der Schwerpunkt auf die bildliche Darstellung der Wechselwir-
kung zwischen DCs und Y. enterocolitica gelegt. Verschiedene Mausstamme wurden
mit Y. enterocolitica infiziert und zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Infektion
Cryoschnitte der Milz angefertigt. Yersinien, DCs und Zellkerne wurden mittels Fluo-
reszenzfarbung markiert und die Milzschnitte mit dem Mikroskop nach
Abszessbildung, Verteilung der DCs und ihrer Interaktionen mit Yersinien beurteilt. Es
stellte sich heraus, dass sich die Verteilung der DCs zu einem friihen Zeitpunkt der
Infektion verandert und die DCs von der MZ in die T-Zell Zone lbergehen. Wohinge-
gen die Yersinien in der MZ um die LF angeordnet verbleiben und dort und in der
PALS spater Abszesse bilden. Der unmittelbare Kontakt zwischen Yersinien und DCs
konnte am eindricklichsten zu friihen Zeitpunkten der Infektion gezeigt werden. In-
trazellulare Bakterien waren jedoch nicht eindeutig darstellbar. Der Verlauf der Yersi-
nien-Infektion wurde anhand der Abszessbildung und Anzahl der DCs in unterschied-
lichen TLR bzw. TLR-Adapter defizienten Mausstammen beurteilt. Die
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immunbhistologische Untersuchung von TLR2xTLR4, TRIF und MyD88 defizienten
Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen bestatigte FACS-Untersuchungen, die den
Verlust von CD8a*- und CD4"-DCs Uber die Signalwege TLR4 und TRIF im Verlauf
einer Yersinien-Infektion zeigten.

Diese Arbeit veranschaulicht das Zusammentreffen von DCs mit Y. enterocolitica in
der Milz. Nicht nur der Kontakt zwischen Yersinien und DCs, sondern auch die an-
schlieBende Migration von DCs in die T-Zell-Zone konnte bildlich dargestellt werden.
AuBerdem wurde der Einfluss von TLRs und ihren Zellmediatoren auf den Verlauf
einer Yersinien-Infektion untersucht. Dieses Bildmaterial leistet ein Beitrag, der zum
Verstandnis der Rolle von DCs im Zusammenspiel mit unserem Immunsystem und

Pathogenen ndtig ist.
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6 Abkurzungsverzeichnis

AK
APC
BSA
CTL
CFU
DAPI
DC
FACS
FCS
FISH
GC
HE

IL
INF
INK
LF
LPS
LT
MAPK
MBL
MF
MHC
MyD88
MZ
NaCl
NGS
NK-Zellen
oT

Antikorper
Antigenprasentierende Zelle
Bovines Serumalbumin
Zytotoxische T-Lymphozyten
Koloniebildende Einheiten (Colony forming units)
4’ ,6-Diamidino-2-phenyindole
Dendritische Zelle
Durchflusszytometrie (Fluorescence activated cell sorting)
Fotales Kalberserum
Fluoreszenz-in-Situ-Hybridisierung
Keimzentrum (Germinal center)
Hamatoxylin-Eosin
Interleukin
Interferon
C-Jun-N-terminale Kinase
Lymphfollikel
Lipopolysaccharid
Lymphotoxin
Mitogen aktivierte Proteinkinase
Mannose bindendes Lectin
Makrophagen
Major histocompatibility complex
Myeloid differentiation factor
Marginalzone
Natriumchlorid
Normales Ziegen Serum
Naturliche Killerzellen
Objekttrager
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PALS
PAMPs
PBS
PFZ
PFA
PPR
pYV*
Rho
Rmp
RP

RT
SDS
SEM
SPF
Th-Zellen
TLR
TNF
Treg-Zellen
TRIF
Tris
TTSS
Ye
YopP
WP

Periarterielle Lympscheide

Pathogen-associated molecular patterns

Phosphatgepufferte Salzlésung
Parafollikuldre Zone
Paraformaldehyd
Pattern-recognition receptor
Plasmid tragend

Ras homolog gene family member

Umdrehungen pro Minute (Rounds per minute)

Rote Pulpa

Raumtemperatur

Sodiumdodecylsulfat

Standardfehler (Standard Error of the Mean)

Spezifiziert pathogen frei
T-Helfer-Zellen
Toll-like-Rezeptor
Tumor Nekrose Faktor

Regulatorische T-Zellen

TIR-domain-containing adaptor-inducing interferon-b

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Das Typ III Sekretionssystem
Yersinia enterocolitica

Yersinia outer Protein P

WeiBe Pulpa
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6.1 Einheiten und GrofRenordnungen

R Angstrém
ce Grad Celsius
g Gram

h Stunde

I Liter

m Meter

m Milli

M molar, Mol/I':
min Minute

n Nano

S Sekunden

M Mikro
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scher Zellen im Verlauf einer Infektion mit Yersinia enterocoliti-
ca in vivo", Institut fur Mikrobiologie und Hygiene der Universi-
tat Tabingen, Prof. Dr. I. B. Autenrieth

2008 — 2010 Studentische Hilfskraft, Arbeitsgruppe Dendritische Zellen, Insti-

tut flir Mikrobiologie und Hygiene der Universitat Tlibingen

Studium

10/2005 - 10/2011 Medizinstudium an der Eberhardt Karls Universitat, Tlibingen
Arztliche Priifung am 24.11.2011, Gesamtnote gut (2,5)

09/2009 — 05/2010 Auslandsstudium an der Universitat La Laguna, Spanien

Schulbildung
07/2005 Schulzentrum BoérdestraBe, Bremen
Allgemeine Hochschulreife (Note 1,3)
2002/03 Ambherst High School, Wisconsin, USA
Praktisches Jahr
Dermatologie Universitats-Hautklinik Tabingen
Innere Medizin Medizinische Universitatsklinik Tlbingen
Chirurgie Spital Rheinfelden, Lehrkrankenhaus Universitat Basel, Schweiz
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Famulaturen
Innere Medizin
Allgemeinmedizin
Padiatrie

Gynakologie

Qualifikationen

Sprachen:
EDV:

Medizin:

Hospital Universitario de La Laguna, Spanien (02/2009)
Centro de Salud de Taco, Spanien (08/2009)

Cebu Doctors Hospital, Philippinen (03/2009)

Hall in Tirol, Osterreich (03/2008)

Englisch (flieBend), Spanisch (gute Kenntnisse)
Microsoft Office, Microsoft Exel, EndNote
Notfall- und Akutmedizin, Sportmedizin, Anamnese und Ge-

sprachsfiihrung, Katastrophenmedizin, humanitare Hilfe

Extracurriculare Aktivitaten

Semestersprecherin (10/2005 — 10/2012)
Mitglied in der Fachschaft Medizin
AK: Segmed, Mentorenprogramm, Studiengebiihren, Mit Sicherheit Verliebt
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