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1. Einleitung

1.1 Dendritische Zellen (DC)

1.1.1 Die Rolle von DC innerhalb des Immunsystems

Fir die Abwehr von Pathogenen in einem Organismus sind sowohl die ange-
borene als auch die erworbene, antigenspezifische Immunabwehr notwendig
(39,51,68). Eine wichtige Aufgabe an der Schnittstelle zwischen angeborener
und erworbener Abwehr leisten die so genannten antigenprasentierenden
Zellen (APC), da die Zellen der erworbenen Abwehr nicht in der Lage sind,
eigenstandig Pathogene zu erkennen.

Dendritische Zellen bilden eine einzigartige Gruppe innerhalb der APC, weil sie
als einzige in der Lage sind, in lymphatischen Organen T-Zell-Aktivierung
gegen Antigene hervorzurufen, die aus peripheren Regionen wie z.B der Haut
oder der Mukosa stammen (8,13,14).

Es gibt verschiedene Unterteilungen innerhalb der DC, unterschieden und be-
nannt nach ihrer Lokalisation im Organismus. Sie befinden sich Uberwiegend an
der Grenze des Organismus zu seiner Umgebung (12) und zeichnen sich durch
ein bestimmtes Oberflachenmolekul, CD11c, aus. DC zeigen eine ausgepragte
Phagozytosefahigkeit. Nach Aufnahme von Antigenen und deren Prozes-
sierung werden diese mittels MHC-Molekllen auf der Oberflache der DC T-
Zellen in sekundarlymphatischen Organen prasentiert; DC aktivieren damit das
erworbene Immunsystem (43,109) .

Es werden einerseits antigenspezifische CD4" T-Zellen, welche dann CD8" T-
Zellen und B-Zellen regulieren, und andererseits antigenunspezifische Makro-
phagen, eosinophile Granulozyten sowie NK-Zellen aktiviert. Zudem sind DC an
der Toleranzentwicklung des Immunsystems gegenuber korpereigenen Anti-
genen beteiligt (21). Vermutlich sorgen sie zuséatzlich fir das Uberleben von
naiven CD4" T-Zellen (21) und fir die Entstehung des T-Zell-immungedacht-

nisses (89).



In der Entwicklung der DC werden vier Stadien unterschieden:

1. knochenmarkstandige Vorlauferzellen,

2. precursor DC, die in Blut und lymphatischem System zirkulieren und bei
Kontakt mit Pathogenen grol’e Mengen von Zytokinen, wie INF-y, frei-
setzen,

3. unreife, gewebsstandige DC, die eine hohe endozytotische und phago-
zytotische Kompetenz auszeichnet,

4. reife DC, die in sekundarlymphatischen Organen durch die starke Ex-
pression von kostimulierenden Oberflachenmolekilen die Antigenpra-

sentation und T-Zell-Aktivierung vermitteln.

1.1.2 Aktivierung und Reifung von DC

Unreife DC Reife DC

LPS, TNF,

GM-CSF, CpG

T-Zellen
Antigenaufnahme Antigenprasentation
MHC Il hoch (intrazellular) MHC Il hoch (Zelloberflache)
Phagozytose hoch Phagozytose niedrig
Endozytose hoch Endozytose niedrig
CDb54, CD80, CD86 niedrig CD54, CD80, CD86 hoch
CDA40 niedrig CD40 hoch

Abb.1.1: Merkmale von DC, die sich wéhrend der Reifung andern

Unreife DC sind nicht in der Lage, Antigene zu prasentieren. MHC-Molekiile
werden, bis auf eine kleine Fraktion an der Zelloberflache (24,88), intrazellular
gespeichert. Mit der Reifung der DC, die Uber Rezeptoren wie Toll-Like-Rezep-
oren, Fc-Rezeptoren und Zytokinrezeptoren eingeleitet wird (68,87), sind grund-

legende funktionelle und morphologische Anderungen verbunden.



Antigenaufnahme, Phagozytose und Mikropinozytose sind vermindert (101), die
MHC-Molekile werden aus intrazellularen Bereichen an die Zelloberflache
verlagert, Antigenprozessierung und die Halbwertszeit von MHC-Molekulen wird
gesteigert (24,88) und die Expression von T-Zell-kostimulierenden Molekulen,
wie CD40, CD80 und CD86, wird erhdht. Zudem wandern die DC vom peri-

pheren Gewebe in das sekundarlymphatische Gewebe ab.

1.2 Yersinia enterocolitica

1.2.1 Morphologie und klinische Bedeutung

Zur Gattung Yersinia (Familie Enterobacteriaceae) gehéren gramnegative,
pleomorphe, fakultativ anaerobe, nicht sporenbildende Stabchenbakterien. Die
optimale Wachstumstemperatur dieser Bakterien liegt bei 27 bis 30°C. Es sind
mit Y. pestis, dem Erreger der Pest, Y. pseudotuberculosis, dem Erreger der
Pseudoappendizitis, und Y. enterocolitica (Y.e.) drei humanpathogene Arten
bekannt (20).

Die Infektion mit den enteropathogenen Yersinien Y. pseudotuberculosis und Y.
enterocolitica erfolgt fakal-oral Uber kontaminierte Nahrungsmittel (4,30);
klinisch zeigt sich das Bild einer Yersiniose in der Regel als akute Gastro-
enteritis bzw. Enterocolitis und mesenterialer Lymphadenitis, welche aber zu-
meist selbstlimitierend ablaufen.

Sowohl chronische (52), als auch septische Verlaufe, die Abszesse in Milz,
Leber und anderen Organe bedingen und insbesondere bei immunsuppressiv
behandelten Patienten (18,19,84) vorkommen, sind selten.

Als Spatfolge konnen immunpathologische Erkrankungen wie reaktive Arthritis,
Erythema nodosum oder eine Uveitis auftreten (2,3,34,110).

Y. enterocolitica ist fir Mensch und Nager gleichermal3en enteropathogen und
ruft in diesen Spezies vergleichbare Symptome und Krankheitsverlaufe hervor
(23,50). Deshalb eignen sich gerade Mausmodelle fur Untersuchungen der

Pathogenitat von Y.enterocolitica.



Y.enterocolitica gilt als extrazellulares Pathogen (10,35,47), in manchen Fallen
tritt es auch intrazellular auf (63).

Nach gastrointestinaler Passage bilden die M-Zellen im Follikel-assoziierten
Epithel der Peyer'schen Plaques des Dinndarms das Ziel flr Y.enterocolitica
(10,42,47), durch welche sie mittels Transzytose in die Payer'schen Plaques
gelangen, ihren Vermehrungsort. Der Kontakt der Yersinien mit dem Darm-
epithel verursacht die Sekretion von Zytokinen (7,58), welche die Einwander-
ung von Monozyten und polymorphkernigen Leukozyten (PMN) bedingen (11).
Die beschriebenen Zellen inklusive NK-Zellen stellen die erste Reihe der ange-
borenen Immunabwehr gegen Y.enterocolitica. Y.enterocolitica verfligt Uber
mehrere Virulenzfaktoren, welche es dem Bakterium ermdglichen, die
Immunabwehr des Wirtes zu Uberwinden. Dabei kommt es zur Dissemination
der Yersinien in mesenteriale Lymphknoten und weitere Organe des retikulo-
endothelialen Systems, maoglicherweise zellvermittelt durch B-Lymphozyten
(65), PMN (99) oder dendritische Zellen (DC) (104).

1.2.2 Pathogenitatsfaktoren von Yersinia enterocolitica

Die drei humanpathogenen Yersinienarten weisen als zentralen Pathogenitats-
faktor das so genannte Yop-Virulon (Yersinia outer protein) auf, welches extra-
chromosomal auf einem 70kb groRen Plasmid (pYV = plasmid yersinia
virulence) liegt.

Dieses Virulon kodiert u.a. fur die Proteine des sogenannten Typ |lllI-
Sekretionssystem TTSS (Type |l secretion system) (29). Uber dieses werden
Pathogenitatsfaktoren (Yop-Effektorproteine) von extrazellular lokalisierten
Yersinia in das Zytosol von Wirtszellen eingeschleust. Diese Yop-Effektor-
proteine (Yop E, H, T, M, O, P) werden ebenfalls von Genen des Yop-Virulons
kodiert. Effektor-Yops sind als intrazellulare Faktoren beschrieben worden
(92,93).

Bei den Yop-Effektorproteinen werden sechs Faktoren unterschieden, die an

verschiedenen Punkten innerhalb der Zielzelle ansetzen.

10



Fir die Faktoren YopH, YopE, YopT und YopO wurde gezeigt, dass sie mit dem
Zytoskelett der Zielzelle interagieren und somit einen mindernden Einfluss auf
die Phagozytose von Yersinien durch Makrophagen (15,41,91) und PMN (114)
haben. Dabei liegt keine Redundanz dieser Faktoren vor — fur einen optimalen
antiphagozytotischen Effekt in der Zelle ist die Anwesenheit aller vier Proteine
notwendig (41).

Die Phosphotyrosinphosphatase YopH (125) dephosphoryliert fokale Adha-
sionsproteine wie CAS und Fyb (46); der Ansatzpunkt von YopE, YopT und der
Serin-/Threoninkinase YpkA/YopO ist die Zytoskelettorganisation und damit die
Phagozytose (28).

Die Synthese von Yop-Effektoren ist bei einer Temperatur von 37°C, also der
menschlichen Koérpertemperatur, maximal. Bei Kontakt mit entsprechenden
Zielzellen haften die Yersinien, vermittelt durch ein bakterielles Adhasin, an die
Oberflache der Zelle. Daraufhin werden die Yops durch das TTSS in die

Zielzellen injiziert.

Makrophage
) L
% YopO/YpkA O
i YopT
: YopH
' YopE <O
bakterielle Adhasine ~ YopP/YopJ
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<\
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1 i 1
b e 1
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Abb. 1.2: Sekretion der Yops durch das Ysc-Injektisom und die Translokation durch die
Zellmembran des Wirtes (27)

Bein entsprechenden Wachstumsbedingungen (37°C; angereichertes Medium) exprimieren und
synthetisieren Yersinien mehrere Kopien des Ysc-Injektisoms und der Yops. Ein Kontakt zwi-
schen Bakterium und eukaryontischer Zielzelle wird tGber Adhasine (Inv, YadA) und Integrine
hergestellt. Nachdem das Bakterium an die Zelloberflache gebunden hat, werden Sekretions-
kanale gedffnet und die Translokator-Yops in die Zelle transloziert. YopB und YopD bilden eine
Pore in der Plasmamembran, wodurch die Effektor-Yops durch die Membran exportiert werden
kdnnen.
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1.2.2.1 YopP

Die zentrale Wirkung von YopP (Yopd in Y. pseudotuberculosis) ist die
Hemmung des Transkriptionsfaktor NF-kB (nuclear factor kappa B). Dieser hat
eine antiapoptotische Wirkung Uber die vermehrte Expression antiapoptotischer
Proteine wie FLIP, TRAF 1/2, JNK, Bcl-x,_ und clAP 1/ 2.

Vermittelt durch seine Proteaseaktivitat verhindert YopP (Homolog zu YopJ in
Y. pseudotuberculosis) uber eine Deubiquitinylierung von TRAF2 und TRAF6
indirekt die Aktivierung NF-xB (127). Darlber hinaus verhindert YopP die
Aktivierung von NF-kB auf indirektem Weg, indem YopP einen verminderten
Abbau des direkten Inhibitors von NF-kB, inhibitor kappa B o (IxBa) durch das
Proteasom verursacht. Dadurch kann NF-«B nicht vom Zytosol in den Zellkern
translozieren (95). Diese verminderte NF-xB-Aktivierung sowie die Spaltung
von Procaspasen fuhren zu apoptotischem Zelltod in Makrophagen (32) und DC
(38).

Neueste Erkenntnisse zeigten, dass YopP auch upstream von Ix-B in den NF-
kB-Signalweg eingreift. TAK1 (TGF-B-activated-kinase 1), ein wichtiger Ak-
tivator von lk-B, wird durch YopP inaktiviert, was eine verminderte NF-xB- und
MAP-Kinasen-Aktivitat verursacht (45).

Die YopP-vermittelte Inhibition von NF-«B tritt in Makrophagen und DC erst mit
einer Verzogerung von 60-90 Minuten nach der Infektion auf, da YopP erst von
den Yersinien ins Zytoplasma transloziert werden muss. Im Gegensatz dazu
wird NF-kB in den ersten 30 Minuten nach der Infektion vorribergehend
vermehrt in den Kern transloziert und damit aktiviert (38,94). Dieser Effekt ist
LPS-vermittelt und damit unabhangig von der Pathogenitat des Yersinien-
stammes.

Interessanterweise steigerte LPS den Apoptose-induzierenen Effekt von YopP
um das Doppelte, wenn YopP-transfizierte Makrophagen im Anschluss an die
Transfektion mit LPS behandelt wurden (95). Dass dieser proapoptotische LPS-
Effekt Uber Toll-like-Rezeptor (TLR) 4 vermittelt sein konnte, ergaben Unter-
suchungen von Zhang und Bliska (123).

FUr den schnellen Ablauf der YopP-induzierten Apoptose in Makrophagen ist

die parallele Hemmung von MAP-Kinasen und NF-kB notwendig (124).
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Neben der Beeintrachtigung der angeborenen Immunabwehr durch den YopP-
induzierten Zelltod in APC zeigten neue Untersuchungen auch eine Hemmung
der erworbenen Abwehr durch YopP-Infektion.

So zeigten beispielsweise Kramer und Wiedig (64), dass die Moglichkeit der
Antigenprasentation gegenuber Ts-Helferzellen durch DC, infiziert mit Yersinia
enterocolitica, verhindert wird. Diese Wirkung hangt hauptsachlich von YopP ab
und lauft zusatzlich zum Zelltod ab. YopP verhindert au3erdem das Priming von
Tg-Killerzellen und hemmt damit die Ausbildung des erworbenen Immun-
systems, moglicherweise vermittelt durch eine Hemmung der Antigenprasen-
tation (111).

1.3 Toll-Like-Rezeptor (TLR) System

Gramnegative Bakterien, wie z.B. Yersinien, tragen in ihrer auleren Membran
das so genannte Lipopolysaccharid (LPS), welches an bestimmte Rezeptoren
von Zielzellen bindet.

Eine wichtige Gruppe dieser Rezeptoren, die auch auf Makrophagen und DC
exprimiert werden (72,73), sind die Toll-like-Rezeptoren, die zur Familie der
Transmembranrezeptoren Typ 1 gehoren und damit nach extrazellularer Bin-
dung von LPS intrazellulare Signale hervorrufen konnen.

Verschiedene mikrobielle Strukturen sind Liganden flr diese Rezeptoren.
Wichtig im Zusammenhang mit dieser Arbeit sind die Rezeptoren TLR2, an den
vorwiegend LTA (Lipoteichonsaure) grampositiver Bakterien bindet, und TLR4,
der LPS von gramnegativen Bakterien bindet (16).

Um das Signal von LPS in die Zelle weiterzuleiten, ist die Anwesenheit von Co-
Rezeptoren notwendig wie LBP (LPS-bindendes Serumprotein) (119), MD-2
(62,105) und CD14.

Intrazellular entsteht nach LPS-Bindung an TLR4 ein Komplex, der aus der TIR
(Toll/IL-1-Receptor) Domane des TLR4-Rezeptors und den Adaptermolekilen
MyD88 und TRIF aufgebaut ist. Durch Anlagerung von LPS an den Rezeptor
wird auf der internen Zellmembranseite IRAK (IL-1-receptor-associated kinase)
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aktiviert; IRAK4 phosphoryliert IRAK1 (56), welches ins Zytosol dissoziiert und
TRAFG6 (TNF receptor-associated factor 6) (22) stimuliert.

TRAFG6 aktiviert TAB1 und TAB2 (TAK1 binding protein 1 bzw. 2) als Adapter-
molekule. Dadurch wird die Kinase TAK1 (transforming growth factor f acti-
vated kinase 1) durch Phosphorylierung aktiviert. TAK1 hat einen stimulieren-
den Einfluss auf den IkB-Kinase-Komplex (IKK) aber auch auf den MAP
(mitogen activated protein)-Kinasen Signalweg (118).

Der aktive IKK sorgt fur die Ubiquitinylierung von IkxB, dem Inhibitor von NF-«B,
woraufhin sich IkB von der Signalsequenz von NF—B (25) abspaltet und im
Proteasom abgebaut wird (120,121).

NF-kB kann nun, in seine Untereinheiten p50 und p65 divergiert, in den Zellkern
translozieren und dort als Transkriptionsfaktor die Expression von proin-
flammatorischen Zytokinen wie TNFa., IL-1 und IL-6 steigern. Dadurch wird das
Uberleben der Zelle unterstiitzt und der Entziindungsvorgang als Abwehr gegen

die Infektion unterhalten.

1.4 Apoptose

1.4.1 Morphologie

Grundsatzlich wird zwischen zwei Formen des Zelltodes unterschieden.
Einerseits kann die Zelle durch schadigende Einflisse von auf’en, z.B.
physikalische (Hitze), chemische (Saure, Laugen) oder biologische Reize
(Mikroorganismen) zugrunde gehen. Dies erfolgt mit einer gleichzeitig ablaufen-
den Entzindung (6). Dabei kommt es zur Schwellung und Ruptur der Zelle, was
eine Entzindungsreaktion bedingt. Dieser Vorgang wird als Nekrose bezeich-
net.

Andererseits konnen bestimmte Stimmuli (z.B. Zytokine, UV-Strahlen, radio-
aktive Stahlen, chemische Substanzen, Bakterien) einen Prozess in Gang
setzen, der aktiv von der Zelle betrieben wird und ohne eine Entziindungs-
reaktion der Zellumgebung ablauft. Dieser Prozess ist fir komplexe Organis-

men von hoher Bedeutung (Embryogenese, maligne Neoplasien). Apoptoti-
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scher Zelltod kann extrazellular Uber so genannte Todesrezeptoren erfolgen
oder intrazellular, z.B. Uber den mitochondrialen Weg.

Morphologisch kennzeichnet den programmierten Zelltod ein Umbau des
Zytoskeletts, Schrumpfung des Zytoskeletts, das Ausstlilpen von Membranab-
schnirungen (blebbing) (90,126), DNA-Fragmentation, Kondensation von
nuklearem Chromatin und Bildung von membranumhdilliten Apoptosekorper-
chen (apoptotic bodies). Wichtig fur den entzindungsfreien Ablauf ist die
Intaktheit der Zellmembran.

Die gebildeten Apoptosekdrperchen werden Uber die Exposition von Phospha-
tidylserin auf der Membranoberflache von Makrophagen erkannt und phago-
zytiert (102).

Zentrale Stellung im Apoptosesignalweg haben Caspasen, Aspartatproteasen,
die sich in Form einer zytosolischen Kaskade entweder autokatalytisch
(Caspase 8) oder gegenseitig (Caspase 3, 9) aktivieren und somit das Apop-
tosesignal an Molekule weiterleiten, die mit der direkten Ausfuhrung des
Zelltodes betraut sind (z.B. APP und Rock).

Man unterscheidet nach ihrer Stelle in der Kaskade zwischen Initiatorcaspasen
(Caspasen 8, 9 und 10), welche am Beginn der Kaskade stehen und Effektor-
caspasen (Caspasen 3, 6 und 7), die fur nachfolgende Apoptosereaktionen
verantwortlich sind.

Caspasen vermitteln die Unterbrechung des Zellzyklus, die Inaktivierung anti-
apoptotischer Molekile der IAP-, TRAF- und Bcl-2-Familie (9,86,100) und die
Aktivierung von CAD (Caspase activated Deoxyribonuclease), welche DNA
zwischen den Nukleosomen durchtrennt. Die Spaltung des nuklearen Lamins
fuhrt zur Schrumpfung des Zellkerns. Die Zellstruktur bricht zusammen, was
durch die Spaltung von Zytoskelettproteinen wie Aktin hervorgerufen wird. Die
apoptosetypischen Membranausstilpungen entstehen durch Spaltung der
Kinase PAK2.
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1.4.2 Apoptoseinduktion via Todesrezeptoren

Apoptotischer Zelltod kann grundsatzlich Uber zwei Hauptwege ausgelOst
werden: Der mitochondriale (,intrinsische) Weg fuhrt Uber die Freisetzung
proapoptotischer Molekule wie Cytochrom c¢ aus dem Mitochondrium zur
Aktivierung von Caspase 9 und nachfolgend zur Aktivierung der Effektor-
caspasen 3 und 7.

Der Todesrezeptorweg (,extrinsisch®) fuhrt GUber die transmembrandsen Todes-
rezeptoren (TNF-R, CD95 (APO-1/Fas) und TRAIL (TNFa related apoptosis-
inducing ligand)). Uber die Bindung entsprechender Liganden, wie TNFa, Fas-
und TRAIL-Ligand, an diese Todesrezeptoren wird programmierter Zelltod Uber
Caspase 8, die Initiatorcaspase des extrinsischen Apoptoseweges, eingeleitet.
TNFa (Tumor necrosis factor a), von Makrophagen sezerniert, spielt eine Rolle
in der Entwicklung des Immunsystems, bei akuten Entziindungsreaktionen und
der Kostimulation von Lymphozyten (17).

Die Auswirkung von TNFa auf Zellen ist stark von Zelltyp und deren Umgebung
abhangig. Bei der Bindung von TNFa an den TNF-Rezeptor 1 wird NF-xB
aktiviert und damit Apoptose verhindert. Sind jedoch Proteinbiosythese oder der
NF-«xB-Weg der Zelle blockiert, wirkt TNFo proapoptotisch (112). Dabei bewirkt
die Bindung des Liganden TNFa an TNFa-Rezeptor 1 eine Anlagerung von
TRADD (TNFa receptor associated death domain) und weiterer Molekile
(TRAF 2, RIP 1) an den zytoplasmatischen Teil des Rezeptors an. Der Komplex
aus Rezeptor, TRADD, TRAF2 und RIP1, auch Complex 1 genannt, vermittelt
die NF-kB-Aktivierung uber den oben beschriebenen Weg via IKK und I-xB zu
NF-kB und bewirkt somit Zellprotektion (83,122).

Mehr als zwei Stunden nach Bindung von TNFa an den Rezeptor dissoziiert
Complex1 ins Zytoplasma, rekrutiert dort FADD (Fas-ligand associated death
domain) und Caspase 8 und bildet mit diesen Complex 2, der Apoptose uber
Caspasen aktiviert (71).

Bei regelrechter NF-kB-Aktivierung kdonnen durch den zeitlichen Vorsprung
Caspasen (3 und 9) gehemmt und antiapoptotische Proteine wie c-FLIP gebil-
det werden (69).
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Bei Inhibition der NF-kB-Aktivierung fuhrt Complex 2 zur Spaltung des anti-
apoptotischen Molekils Bid, wodurch Apoptose Uber den mitochondrialen Weg
induziert wird (33).

Ein weiterer Ligand, der die Apoptose induzieren kann, ist Fas, das zur TNF-
Familie gehdrt (75) und an CD95 (Fas/APO-1) Rezeptor aus der TNF-Rezeptor-
familie (76) bindet.

Der Transmembranrezeptor weist auf der Zytoplasmaseite eine Todesdomane
(FADD) auf, welche die Apoptose initiiert (55,108). Es bildet sich an der
Membraninnenseite ein DISC (death inducing signaling complex), der aus Fas,
FADD und Caspase 8 besteht und Uber die Caspasenkaskade Apoptose ver-
mittelt.

Dabei ist das Signal sowohl von der Zellart (36,61,103) als auch von lipid rafts®,
Sphingolipid- und Cholesterolreiche, bewegliche Mikrodomanen in der Plasma-

membran, in der Nahe des Rezeptors abhangig (5,37,53,70).

Das Protein TRAIL (TNF related apoptosis-inducing ligand) ist als weiterer Li-
gand eines Todesrezeptoren beschrieben; es werden funf TRAIL-Rezeptoren
(TRAIL-R1 bis R5) unterschieden, von denen aber nur TRAIL-R1 und —R2 eine
intrazellulare Todesdomane besitzen und damit Apoptose induzieren kdnnen
(82,117). Diese beiden Rezeptoren finden sich Uberwiegend auf entarteten
Zellen wieder.

Der Weg der Apoptoseinduktion Uber TRAIL ist vergleichbar mit dem von
CD95/Fas und kann alternativ bei blockiertem CD95/Fas-Signalweg aktiviert
werden (67). Die uberwiegende Prasenz von TRAIL-R1 und —R2 auf Tumor-

zellen bietet ein interessantes Potential in der Tumortherapie (113).

1.5 Aufgabenstellung
FUr YopP aus Yersinia enterocolitica wurde bereits gezeigt, dass es in DC

apoptotischen bzw. nekroseahnlichen Zelltod auslésen kann (38). YopP 16st in

17



Makrophagen ebenfalls Zelltod aus, wobei die durch YopP inhibierte Aktivierung
von NF-«xB eine zentrale Rolle spielt.

Da in DC ebenfalls eine YopP-abhangige NF-xB-Aktivitat gezeigt werden
konnte, soll in weiterfUihrenden Experimenten geklart werden, ob die vermin-
derte Aktivierung von NF-kB nach 90 min ursachlich fur die Zelltodinduktion ist
oder nicht. Dazu sollen Zeitkinetiken und Infektionsversuche mit Yersinien in
DC, die zuvor mit verschiedenen NF-kB-Inhibitoren vorinkubiert wurden, durch-
gefuhrt werden. Dadurch soll die NF-kB-Aktivierung zusatzlich zum NF-kB-inhi-
bierenden Effekt von YopP unterdriickt werden unter der Vorstellung, dass in
diesem Fall die YopP-bedingte Zelltodrate noch weiter ansteigen musste.

Da bereits gezeigt wurde, dass LPS den Apoptose-induzierenen Effekt von
YopP um das Doppelte steigerte, wenn YopP-transfizierte Makrophagen im
Anschluss an die Transfektion mit LPS behandelt wurden (95), soll untersucht
werden, inwieweit die Anwesenheit von TLR4 den YopP-abhangigen Zelltod
beeinflusst. Dazu soll die Zelltodrate von YopP-infizierten TLR2/4-defizienten
DC im Gegensatz zu Wildtyp-DC uUber einen Zeitraum von 24 h gemessen
werden. Zusatzlich soll kontrolliert werden, ob die Anwesenheit der
intrazellularen Apaptermolekile des TLR4-Rezeptors (MyD88 und TRIF) fur
den YopP-induzierten Zelltod essentiell sind, indem analog die Zelltodraten von
Adapter-defizienten DC gegenuber Wildtyp-DC nach Infektion gemessen
werden. Weiterhin soll die Rolle der Cysteinproteaseaktivitat auf die
Zelltodinduktion durch YopP mittels Infektion von DC mit einer katalytisch
aktiven sowie einer katalytisch inaktiven Yersiniamutante untersucht werden.
Als weiterer Punkt soll der Einfluss der Todesrezeptoren (TNF-R1, CD95/Fas
und TRAIL) auf den YopP-vermittelten Zelltod untersucht werden, da sie eine
wichtige Rolle in der Apoptoseeinleitung in Zellen spielen.

Um diesen Einfluss zu klaren, sollen erstens DC auf die Expression der ent-
sprechenden Rezeptoren hin Uberprift werden und zweitens Zelltodraten in DC,
die Rezeptor-defizient (TNF-R1) sind, im Vergleich zu Wildtyp-DC ermittelt
werden. Aullerdem sollen DC mit Yersinien infiziert und zusatzlich tber die
entsprechenden Todesrezeptoren mittels Ligand oder aktivierenden Antikorpern

stimuliert werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Mause

BALB/c und C57BL/6 Mause wurden von der Firma Harlan Winkelmann
(Borchem) bezogen. TLR2'xTLR4™ (C57BL/6x129sv Zuchthintergrund) und
C57BL/6x129sv Mause wurden von Carsten J. Kirschning bereitgestellt.
MyD88" und TRIF™?"s2 (letztere von Bruce Beutler bereitgestellt; beide
C57BL/6 Zuchthintergrund) Mause sind bereits in der Literatur beschrieben (1).
TNF p557 Méause (C57BL/6 Zuchthintergrund) stammten aus eigener Zucht.

Far die Versuche wurden 6-10 Wochen alte, weibliche Mause benutzt.

2.2 Gewinnung und Kultur von Dendritischen Zellen (DC)

Die DC wurden aus Knochenmarkzellen aus Tibia und Femur der ent-
sprechenden Mause nach dem Protokoll von Lutz (66) gewonnen und in einer
Dichte von 2x10° Zellen pro 10 ml DC-Komplett-Medium (s.u.) in Petrischalen
bei 37°C und 5% CO; kultiviert. Nach drei Tagen wurden 10 ml frisches Medium
zugegeben. Am sechsten und achten Tag wurde das Medium gewechselt,
indem 10 ml Uberstand des alten Mediums abgenommen, zentrifugiert (5 min,
400 g) und dann in 10 ml frischem DC-Komplett-Medium resuspendiert und auf
die Ausgangspetrischale zurickgegeben wurde. An Tag 8 waren circa 65 —
75% der Zellen CD11c positiv (DC-Oberflachenmarker).

2.3. Zellmedien und Zuséatze

Die Medien wurden unter sterilen Bedingungen hergestellt und bei 4°C ge-
lagert; fur Versuchsansatze wurde antibiotikafreies Medium ohne GM-CSF Zu-
gabe benutzt; fetales Kalberserum (FCS) wurde vor Gebrauch 30 min bei 56°C

inaktiviert.
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Tab. 2.1: Medium fur Kultur von Dendritischen Zellen (DC-Komplett-Medium):

Substanz Konzentration / Menge | Firma

VLE-RPMI 1640 500 ml Biochrom, Berlin
Natriumpyruvat 1 mM Biochrom, Berlin
nicht essentielle Aminosauren 1% Biochrom, Berlin
L-Glutamin 2mM Invitrogen, Karlsruhe
Penicillin/Streptomycin 100 U/ ml Invitrogen, Karlsruhe
B-Mercaptoethanol 50 uM Sigma, Taufkirchen
fetales Kalberserum (FCS) 10 % Sigma, Taufkirchen
GM-CSF (Zellkulturiberstand der Maus- | 200 U/ mi

Myeloma Zelllinie P3X63)

Tab. 2.2: Medium fiir T-Zellversuche:

Substanz Konzentration / Menge Firma

VLE-RPMI 1640 500 ml Biochrom, Berlin
L-Glutamin 2mM Invitrogen, Karlsruhe
FCS 5% Sigma, Taufkirchen
HEPES 10 mM Biochrom, Berlin
Penicillin/Streptomycin 100 U/ ml Invitrogen, Karlsruhe
2.4 Zelllinien

Zur Kontrolle des TRAIL-Liganden wurde die humane Leukamie T-Zelllinie

Jurkat J16 (freundlicherweise von S. Wesselborg bereitgestellt) benutzt (74).

2.5 Bakterienstamme und Wachstumsbedingungen

Tab. 2.3: Medium fir Yersinienkultur (Luria-Bertani):

- Trypton -10 g/ 1
- Hefeextrakt -59/1
- Natriumchlorid -59/l

in 11H,0 bidest. pH 7,4-7,6
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Tab. 2.4: verwendete Bakterienstamme:

Y.enterocolitica

Beschreibung Referenz
Stamm
pYV® (1) Y.enterocolitica Wildtyp, Serogruppe O:8, hat pYV-Plasmid, (49)
pathogen
YopP” (1’ 2) Y.enterocolitica Mutante, Serogruppe O:8, hat pYV-Plasmid, Ruckdeschel et al.,
bei dem YopP ausgeknockt ist, apathogen 2001

YopP”* (1’2’ 3) Y.enterocolitica Mutante, Serogruppe O:8, hat pYV-Plasmid, E. Bohn, Tubingen
bei dem YopP ausgeknockt ist, und ein zusatzliches, YopP-
tragendes Plasmid, pathogen

Pwt ("2 Y.enterocolitica Mutante, Serogruppe O:9. YopP ist freundlicherweise

ausgeknockt, dafiir wurde der Stamm mit FLAG-getaggtem  zur Verfligung ge-

YopP von Y.enterocolitica O:8 komplementiert, pathogen stellt von K.Ruck-
deschel (98)
P-CA ("?) Y.enterocolitica Mutante, Serogruppe 0:9. YopP ist freundlicherweise
ausgeknockt, dafur wurde der Stamm mit Flag-getaggtem zur Verfagung ge-
YopP, , von Y.enterocolitica O:8 komplementiert, welches stellt von K.Ruck-

infolge einer Punktmutation an Position 172 (Cystein-Alanin)  deschel

keine Cysteinproteaseaktivitat besitzt, apathogen

fur das Zuchtmedium bendtigte Antibiotika:

'Nalidixinsaure (10 pg/ ml); 2Chloramphenicol (25 ug/ ml); *Spectinomycin (50 pg/ ml)

Alle Stamme wurden in Luria-Bertani-Medium, versetzt mit oben genannten
Antibiotika, bei 27°C und 200 rpm Uber Nacht kultiviert und am Versuchstag in
frisches LB-Medium im Verhaltnis 1:20 Uberimpft. Nach einer weiteren Kulti-
vierungsphase uber 90 Minuten bei 37°C und 200 rpm wurden die Bakterien
zentrifugiert (5 min, 24°C, 5000 g), der Uberstand abgesaugt und das Pellet in 1
ml PBS (Invitrogen, Karlsruhe) resuspendiert. In einer 1:20 Verdunnung mit
PBS wurde die Bakteriensuspension photometrisch bei einer Wellenlange von
600 nm gemessen. Resultierend aus Verdunnungsreihen der entsprechenden
Bakteriensuspensionen, nachfolgendem Ausplattieren und Bestimmung der cfu
(colony forming units) wurde folgende Formel benutzt, um die Konzentration der

Yersinien in der Bakteriensuspension zu bestimmen:

Absorptiongponm X100 x10® = Yersinien/ml
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2.6 Infektion von Dendritischen Zellen

Die Infektionsversuche wurden in 6-, 12-, 24- oder 48- well-Platten (BD Falcon,
Franklin Lakes) durchgefuhrt. Hierzu wurden die DC (Tag 8 bis 10) in einer
Dichte von 5x10° bis 1x10° in 1 ml antibiotikafreiem Medium in die wells
ausgesat und mit verschiedenen Yersinienstammen im Infektionsverhaltnis
(MOI = multiplicity of infection) 10:1 infiziert. Durch einen anschlieRenden
Zentrifugationsschritt (5 min, 24°C, 400 g) wurde sichergestellt, dass die
Bakterien mit den DC in Kontakt kommen. 60 min nach Infektion wurden die
extrazellularen Yersinien mittels Gentamicin (100 ug/ ml; Sigma, Taufkirchen)
getotet. Die genauen Versuchsbedingungen werden im Abschnitt Ergebnisse

erlautert.

2.6.1 Caspasenhemmung
Um den Einfluy der Caspasen bei Infektionsversuchen zu untersuchen, wurden
DC eine Stunde vor Infektion mit dem Pancaspasen-Inhibitor zVAD-fmk (100

MM, Bachem, Heidelberg) inkubiert.

2.7 Apoptosemessung

2.7.1 Messung des mitochondrialen Transmembranpotentials (A%Wn)

Ein frihes Anzeichen fur apoptotischen Zelltod ist das Zusammenbrechen des
inneren Transmembranpotentials der Mitochondrien. Um das mitochondriale
Transmembranpotential zu messen, wurden infizierte DC 15 Minuten vor Ver-
suchsende bei 37°C mit 40 nM des (AW¥n)-spezifischen Substrats TMRE
(Molecular Probes, Invitrogen, Karlsruhe) inkubiert. Zusatzlich wurden spat-
apoptotische bzw. nekrotische DC mit geschadigter, durchlassiger Zellmembran
nach Versuchsende mit Propidiumiodid (PI; 50 ng/ ml; Calbiochem, Bad Soden)
gefarbt und per Durchflusszytometer FACSCalibur (BD Biosciences, Heidel-

berg) analysiert.
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2.7.2 Messung der DNA-Fragmentierung

Wie in der Einleitung beschrieben, ist auch der DNA-Verlust von Zellkernen ein
wichtiges Merkmal der Apoptose. Um diese in den DC zu detektieren, wurde die
Methode von Nicoletti (78) angewendet. Hierzu wurden die DC 24 h nach
Infektion in FACS-Rohrchen (6 ml, BD Falcon, Franklin Lakes) gegeben,
zentrifugiert (5 min, 24°C, 400 g), der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet
in 200 pl Nicolettireagenz (50 ug/ ml PI; 0,1 % Triton X-100; 0,1 % 2-Tri-
natriumcitrathydrogen geldst in H,O) lysiert. Nach anschlieliender Zugabe von

200 ul PBS erfolgte die Auswertung durchflusszytometrisch.

Die Durchflusszytometriedaten wurden mit dem Programm WinMDI 2.8 (J.Trot-

ter, The Scripps Institute, La Jolla, CA) ausgewertet.

2.7.3 Positivkontrollen
Als Positivkontrollen zur Induktion von apoptotischem bzw. nekrotischem Zell-

tod wurden folgende Substanzen verwendet:

1. Staurosporin (4 uM, Sigma, Taufkirchen): Nicht-selektiver Protein-Kinase-
Inhibitor, isoliert aus Streptomyces staurosporeus, ist ein gangiger Apoptose-
induktor (40,48). So verursacht die Substanz beispielsweise Uber die Interaktion
mit Fokaler-Adhasions-Kinase (FAK) (57) apoptotischen Zelltod. Wurde zeit-
gleich mit der Infektion den DC zupipettiert.

2. Carbonyl-Cyanide-4-trifluoro-methoxy-phenylhydrazone (FCCP,100 uM, Sig-
ma, Taufkirch): Potenter, reversibler Inhibitior der mitochondrialen, oxidativen
Phosphorylierung, was zu einer Depolarisation der inneren Mitochondrienmem-
bran fihrt und damit Apoptose induziert (26,60) Wurde 30 min vor Versuchs-

ende in die Proben gegeben und bei 37°C bis Versuchsende inkubiert.

3. Erhitzen von DC auf 60°C uber 10 min zur Induktion nekrotischen Zelltodes.
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2.8 NF-xB ELISA

2.8.1 Herstellung nuklearer Extrakte

Jeweils 3x10” DC wurden in wells einer 6-well-Platte in je 2 ml antibiotikafreiem
Medium ausgesat und 60 min mit 10 mM unterschiedlicher NF-xB Inhibitoren
(MG132, Parthenolid, BAY 11-7082 und BAY 11-7085 (alle von Calbiochem,
Bad Soden) bei 37°C vorinkubiert. AnschlieRend wurden sie mit LPS (1 pg/ ml)
Uber 90 min behandelt bzw. mit pYV* und YopP™ (MOI 10:1) Uber 60 min infiziert
und bei 37°C inkubiert. Nach Versuchsende wurden die DC mit einem
Zellschaber vom Boden der wells abgekratzt, in Eppendorfgefal3e uberfuhrt und
zentrifugiert (5 min, 4°C, 400 g); der Uberstand wurde abgesaugt, das Pellet in
200 pl MES-Puffer resuspendiert, jeweils 200 yl MES-Puffer + Digitonin zu-
pipettiert und die DC 10 min unter mikroskopischer Kontrolle auf Eis lysiert
(>90% der Zellen Tryptanblau positiv). Danach wurden die Proben zentrifugiert
(2 min, 4°C, 900 g), der Uberstand abgesaugt und das verbliebene Pellet (Zell-
kerne und Mitochondrien) in 50 ul Westernblot-Lysispuffer resuspendiert. Nach

zwanzigminutiger Lyse auf Eis wurden die Extrakte bei —20°C gelagert.

Tab. 2.5 Verwendete Puffer:

Puffer Zusammensetzung

MES-Puffer (50 ml) 9,9 ml EGTA (0,1 M) ; 9,9 ml EDTA (0,1 M) ; 2,28g D-Mannitol ;
9,9 ml MES (0,1 M); 20,3 ml AMPUWA,; sterilfiltrieren, pH 7,4

MES- Puffer + Digitonin | MES-Puffer mit 200 ug/ml Digitonin (Sigma, Taufkirchen)

Westernblot-Lysispuffer |50 mM Tris (pH 7,4); 50 mM NaCl ; 1 mM EDTA; 0,5 % NP-40;
eingestellt auf pH 7,0

2.8.2 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte nach der Pierce-Methode. Die Proteinproben
wurden zentrifugiert (10 min, 4°C, 20000 g), der Uberstand mit den Proteinen in
ein Gefald abpipettiert und das noch verbliebene Pellet verworfen. Nach
Herstellung einer 1:25 Verdinnung der Probe mit PBS (2 upl Probe und 48 pl
PBS) wurden jeweils 10 pl dieser Verdunnung in eine flache 96-well-Platte

pipettiert und 190 ul Piercelésung (50:1, Lésung A zu Lésung B; BCA, Pierce,
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USA) zugefligt. Um eine Standardkurve zu bestimmen, wurden BSA-Standard-
l6sungen (Pierce, USA) in den Konzentrationen 0, 100, 200, 400, 600, 800 und
1000 pg/ ml (in PBS) benutzt. Es folgte eine Inkubation von 30 min bei 37°C.
Die Proteinkonzentration wurde bei einer Wellenlange von 562 nm im ELISA-

Reader (Tecan sunrise, Crailsheim) gemessen.

2.8.3 NFxB ELISA

Far die NF-xB Bestimmung wurden folgende ELISA-Systeme verwendet:
-BD TransFactor NF-kB p50 kit (BD Bioscience, Palo Alto, USA)

-BD TransFactor NF-kB p65 kit (BD Bioscience, Palo Alto, USA)

Es wurden fur jede Proteinprobe Doppelwerte bestimmt. Die ELISA-Platte
wurden mit 150 yl 1xTransFactor/Blocking Buffer (1xTF/BB; im kit enthalten) 15
min bei Raumtemperatur vorinkubiert, der Puffer anschlielend verworfen. Die
nuklearen Extrakte wurden entsprechend ihrer Proteinkonzentration in die
Platte pipettiert und bis zu einem Endvolumen von 50 ul mit 1xTF/BB aufgefulit,
so dass von jeder Probe gleich viel Protein eingesetzt wurde. Nach Inkubation
Uber 60 min bei Raumtemperatur wurde der Uberstand abgekippt und die Platte
dreimal jeweils 4 min mit 150 uyl 1xTF/BB gewaschen. Nach dem letzten
Waschen wurde der Puffer entfernt und 100 pl NF-xB-Primarantikorperlosung
(1:500 in 1xTF/BB; Antikorper in kit enthalten) fur 60 min bei Raumtemperatur in
der Platte inkubiert. Nach Entfernen des Primarantikorpers wurde die Platte
viermal fir 4 min mit jeweils 150 uyl 1xTF/BB gewaschen und der Puffer im
Anschluss entfernt. Auf der Platte wurde dann der Sekundarantikoérper (1:1000
in 1XTF/BB; Anti-rabbit IgG-HRP im kit enthalten) fur 30 min bei Raum-
temperatur inkubiert. Der Uberschissige Antikdrper wurde viermal jeweils 4 min
mit 250 ul 1xTransFactor Buffer (ohne Blocking Buffer) gewaschen und
anschlieRend verworfen. Nach dem letzten Waschen wurden 100 uyl TMB
Substrat (im kit enthalten) in jedes well gegeben und fur 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die NF-kB-Konzentration wurde bei einer Wellen-

lange von 655 nm im ELISA-Reader (Tecan sunrise, Crailsheim) gemessen.
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Nach Farbumschlag in Blau wurden 100 uyl 1M H,SO4 als Stoplésung
zupipettiert und nochmals Extinktionswerte bei einer Wellenlange von 450 nm

gemessen.

2.9 Farbung von Oberflachenrezeptoren auf Zellen

2.9.1 Farbung mit nicht-farbstoffmarkierten Antikérpern

Um die Expression von bestimmten Rezeptoren (CD95/ Fas bzw. TRAIL-R1) zu
quantifizieren, wurden 5x10° Zellen in 50 pl eiskaltem PBS in FACS-Réhrchen
suspendiert. Die entsprechenden nichtkonjugierten, rezeptorspezifischen Pri-
marantikdrper wurden zupipettiert und 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem
Waschschritt mit 1ml eiskaltem PBS wurden die Proben zentrifugiert (5 min,
4°C, 400 g) und der Uberstand abgekippt. Nach Resuspension des Pellets in
50ul PBS wurden die Zellen fir 10 min auf Eis mit den entsprechenden
fluoreszenzmarkierten Sekundarantikorpern inkubiert. Die Inkubationsphase mit
dem Sekundarantikérper wurde durch Zugabe von 200 pl eiskaltem PBS
abgestoppt. Nach Zugabe von Pl (50 ng/ml) wurden die Zellen durchfluss-
zytometrisch analysiert.

Die Antikdrperkonzentrationen, die Farbstoffe und abweichende Versuchsbe-

dingungen werden im Teil Ergebnisse benannt.

Tab. 2.5 Primarantikérper gegen Todeswegrezeptoren

Art des Primarantikdrpers Firma
Rat monoclonal [N2B2] antibody to TRAIL abcam
Purified anti-mouse monoclonal [Jo2] Fas PharMingen, BD Biosciences

Tab. 2.6 Markierte Sekundarantikérper:

Primarantikérper Art des Sekundarantikdrpers Firma

TRAIL FITC conjugated goat Anti-Rat IgG | Jackson Immuno Research

Fas (CD 95) FITC labelled Anti Armenian and | PharMingen, BD Biosciences
Syrian Hamster IgG
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Tab. 2.7 Markierte Oberflachenantikdrper:

Stuktur Art des Antikorpers Firma

CD11c PE Anti-Mouse CD11c (Integrin a, chain) PharMingen, BD Biosciences
CD4 FITC Rat Anti Mouse CD4 (L3T4) (RM 4-5) | PharMingen, BD Biosciences
CD40 FITC Anti Mouse CD40 (HM 40-3) PharMingen, BD Biosciences
CD86 FITC Anti Mouse CD86 (B7-2) (GL1) PharMingen, BD Biosciences
MHCII FITC Anti Mouse I-A / I-E (2G9) PharMingen, BD Biosciences

Tab. 2.8 Isotypen

Struktur Art des Isotyps Firma

CD11c PE Armenian Hamster I1gG; ;> PharMingen, BD Biosciences
CD40 FITC Armenian Hamster IgM;, PharMingen, BD Biosciences
CD86 FITC Rat 1gG2a. PharMingen, BD Biosciences
MHCII FITC Rat 19G2. PharMingen, BD Biosciences
TRAIL FITC Rat 1gG2a, PharMingen, BD Biosciences

2.9.2 Farbung mit farbstoffmarkiertem Antikorper

Im Vergleich zu oben beschriebener Versuchsanordnung wurde hier ein Anti-
korper gegen einen Rezeptor verwandt, der bereits fluoreszenzfarbstoffmar-
kiert ist. Je 5x10° Zellen wurden in 50 pl eiskaltem PBS in FACS-R&hrchen
verteilt. Die Zellen wurden mit dem jeweiligen Antikorper fur 30 min auf Eis
inkubiert, der Versuch dann mit 200 ul eiskaltem PBS abgestoppt und die Zellen
mittels FACS analysiert.

Die Antikérperkonzentrationen, die Farbstoffe und abweichende Versuchsbe-

dingungen werden im Teil Ergebnisse benannt.

2.10 Apoptoseinduktion durch Rezeptorliganden

Um eine mogliche Apoptoseinduktion via Liganden des Todesrezeptorweges
zu detektieren, wurden im folgenden 1x10° Zellen in 1 ml antibiotikafreiem
Medium in eine 24-well-Platte ausgebracht und mit den Liganden (TNFa; CD
95/Fas; TRAIL) stimuliert. Die Zellen wurden Uber 4 bzw. 6 Stunden bei 37°C im
Brutschrank inkubiert und 15 min vor Versuchsende mit 40 nM TMRE gefarbt,
direkt vor der FACS-Analyse wurden Pl zupipettiert (50 ng/ml).
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Als Positivkontrollen dienten FCCP (100uM)-behandelte, Staurosporin (4uM)-
behandelte bzw. fir 10 min bei 60°C erhitzte Zellen.

Zur Kontrolle der Funktionalitat des eingesetzten TNFa wurden die Zellen mit
0,2 pyg/ml Actinomycin D (Sigma, Taufkirchen), einem reversiblen Inhibitor von
Transkriptionsenzymen, fur 1 h vorinkubiert. Abweichende oder zusatzliche Ver-

suchsbedingungen werden im Teil Ergebnisse direkt besprochen.

Tab. 2.9 Liganden des Todesrezeptorweges

Ligand Firma

TNFo human, recombinant expressed E.coli Sigma-Aldrich, USA

TNFo mouse, recombinant expressed E.coli Sigma-Aldrich, USA
Recombinant mouse Super Killer TRAIL Alexis

Purified Anti-mouse monoclonal [Jo2] Fas PharMingen, BD Biosciences

2.11 Statistik

Die Versuche wurden dreimal durchgefuhrt, Abweichungen sind bei den
Versuchen direkt vermerkt. Die Signifikanz der Daten wurde Uber den Student-
t-Test ermittelt. Eine Differenz von p<0,05 zwischen den Werten wurde als

statistisch signifikant angesehen.
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3.Ergebnisse

3.1 Zeitlicher Verlauf der Apoptoseinduktion durch YopP in DC

Nach Infektion von DC mit Yersinia enterocolitica pYV" erfolgt zun&chst Uber
eine Bindung von LPS an Toll-Like-Receptor 4 (TLR4) die Translokation des
antiapoptotischen Transkriptionsfaktors Nuclear factor kappa B (NF-xB) in den
Zellkern. Das mit einer Verzégerung von ca. 30 Minuten im Zytoplasma von DC
detektierbare YopP jedoch wirkt der Aktivierung/ Translokation von NF-xB
entgegen und fuhrt zur Abnahme von NF-kB im Zellkern. So ist 30 und 60
Minuten nach pYV’-Infektion unter dem Einfluss von LPS viel NF-kB im Zellkern
detektierbar, wahrend die NF-kB-Konzentration unter dem Einfluss von YopP
nach 90 Minuten stark abfallt.

Ziel dieses Versuchs war es, herauszufinden, ob der Abfall der NF-xB-Konzen-
tration im Zellkern die Ursache oder die Wirkung YopP-vermittelten Zelltodes in
DC darstellt. Ware ein Abfall der NF-kB-Konzentration im Zellkern ursachlich far
die Zelltodinduktion, musste apoptotischer Zelltod nach dem Zeitpunkt 90 min
einsetzen. Umgekehrt ware ein Beginn apoptotischen Zelltods zum Zeitpunkt 90
min bzw. davor ein Beweis dafur, dass die Inhibition von NF-«B durch YopP
nicht ursachlich fur die Zelltodinduktion sein kann und vielmehr die Folge der
Zelltodinduktion darstellt.

Dazu wurden 8x10° DC mit dem Yersinia enterocolitica Wildtypstamm pYV" in
einer MOI von 10:1 infiziert und die Apoptoseraten Uber einen Zeitraum von 3
Stunden nach TMRE und PI-Farbung per Durchflusszytometrie analysiert. Als
Negativkontrollen dienten DC, die mit der Mutante YopP~ (exprimiert und sezer-
niert kein YopP) infiziert wurden bzw. uninfizierte DC (Medium).

Um den Anteil apoptotischer bzw. nekrotischer DC zu bestimmen, wurde der
Anteil Pl-positiver DC (Ausdruck einer Zellmembranschadigung), sowie der
Anteil an DC bestimmt, die einen Abfall des inneren, mitochondrialen Trans-
membranpotentials zeigten (Zeichen friher Apoptose).

Wahrend uninfizerte Zellen Uber einen Zeitraum von 3 h eine Apoptose/
Nekroserate von 5% aufwiesen, war zwischen 90 und 120 min nach Infektion
mit pYV" ein Anstieg Pl-positiver Zellen zu detektieren (Abb. 3.1 A, B). Die Rate
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an Pl-positiven Zellen nach Infektion mit dem apathogenen Stamm YopP" lag

uber den gesamten Messzeitraum bei ca. 8% (Abb. 3.1). Vergleichbare

Ergebnisse lieferte die Analyse des Mitochondrientransmembranpotentials

(signifikante Zunahme TMRE-negativer DC 120 min nach pYV'-Infektion
gegenuber der Mediumkontrolle und YopP’) (Abb. 3.1 C).
So wurde bestatigt, dass YopP in DC Zelltod auslést und dass YopP-induzierter

apoptotischer/nekrotischer Zelltod zwischen 90 und 120 min einsetzt.
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Abb. 3.1: YopP-abhangiger Zelltod in DC. DC wurden mit verschiedenen Y.enterocolitica
(PYV®, YopP)) in einer MOI von 10:1 infiziert. Zu den jeweiligen angegebenen Zeitpunkten
erfolgte die Farbung der Zelle mit TMRE bzw. PI. Durchflusszytometrische Analyse (A) zum
Zeitpunkt 180 min nach Infektion, (B) Pl-positiver Zellen und TMRE-negativer Zellen (C).
Medium = uninfizierte DC. Dargestellt sind ein reprasentatives Ergebnis aus 3 unabhangigen

Versuchen (A) bzw. Mittelwerte mit Standardabweichungen aus n = 3 Versuchen (B, C).

3.2 NF-xB ELISA

Mit den in 3.1 dargestellten Ergebnissen, die einen Beginn des YopP-vermit-
telten Zelltods zwischen 90 und 120 min nach Infektion zeigten, konnte nicht
geklart werden, ob die verminderte Aktivierung von NF-kB nach 90 min nun
ursachlich fur die Zelltodinduktion ist oder nicht. Deshalb wurden zunachst
Infektionsversuche in DC durchgefihrt, die zuvor mit verschiedenen NF-kB-
Inhibitoren vorinkubiert worden waren. Dadurch sollte NF-kB-Aktivierung zu-
satzlich zum NF-kB-inhibierenden Effekt durch YopP unterdrickt werden unter
der Vorstellung, dass in diesem Fall die YopP-bedingte Zelltodrate noch weiter

ansteigen musste.
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Interessanterweise fuhrte die Vorinkubation von DC mit den NF-kB-Inhibitoren
jedoch zu einer Verringerung des YopP-vermittelten Zelltods, so dass es un-
wahrscheinlich ist, dass eine verminderte NF-kB-Aktivierung ursachlich fir den
YopP-vermittelten Zelltod ist (Daten von S. Grébner, nicht dargestellt).

Um zu beweisen, dass nach Vorinkubation mit den NF-kB-Inhibitoren tat-
sachlich weniger NF-kB im Zellkern vorhanden ist, wurden NF-xB-ELISAs aus
nuklearen Extrakten durchgefthrt.

In einem ersten Versuch (Abb. 3.2.1) wurde gezeigt, dass nach 90-minutiger
LPS-Stimulation die NF-kB-Konzentration in nuklearen Extrakten von DC
gegenuber der Mediumkontrolle stark (ca. dreifach) erhoht ist. Dabei steigt
jedoch nur die Konzentration der NF-kB-Untereinheit p65 an. Die Untereinheit
p50 konnte nicht vermehrt im Nucleus detektiert werden, was darauf hindeutet,
dass nach Stimulation von DC durch LPS nur die Untereinheit p65, nicht jedoch

p50 in den Zellkern transloziert wird.
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Abb. 3.2.1: NF-«B-ELISA aus nukledren Extrakten. DC wurden 90 min lang mit 1 ug/ml LPS
inkubiert. Anschlie®end Gewinnung von nuklearen Proteinextrakten. Es wurden 67 ug Protein
pro Probe eingesetzt. Der Primarantikdrper wurde in der Verdinnung 1:500, der Sekundéar-
antikdrper in der Verdinnung 1:1000 eingesetzt. P50/p65 = Untereinheiten von NF-xB. Medium
= unbehandelte DC in Medium; Neg. = Negativkontrolle (ELISA-Puffer). Dargestellt sind Mittel-
werte aus Doppelbestimmungen eines einzelnen Versuchs.
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In weiteren Versuchen sollte die hemmende Wirkung der NF-kB-Inhibitoren in
LPS-behandelten bzw. Y.e. infizierten DC untersucht werden. Als Zeitpunkt
wurde 60 min nach Infektion gewahlt, um ein deutliches NF-kB-Signal im Kern
der Zellen zu detektieren, die vorher nicht mit NF-xB-Inhibitoren vorinkubiert
wurden. Wie aus Abb. 3.2.2 ersichtlich, wurde NF-«B in uninfizierten Zellen
(Medium) nicht aktiviert. Im Gegensatz dazu wurde NF-xB eine Stunde nach
Infektion mit pYV" bzw. YopP~ vermehrt im Kern detektiert (LPS-Effekt). In DC,
die 60 min lang mit je 10 mM verschiedener NF-«B-Inhibitoren (MG-132, BAY-
11-7082 und BAY-11-7085) vorinkubiert worden waren, war eine Hemmung der
NF-kB-Konzentration im Kern um bis zu 50 % bei den pYV' bzw. YopP™-
infizierten Zellen messbar. Dies deutet darauf hin, dass die eingesetzten NF-

kB-Inhibitoren die NF-kB-Aktivierung tatsachlich inhibieren.
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Abb. 3.2.2 NF-kB-ELISA aus nukleéren Extrakten von DC, die mit NF-kB-Inhibitoren vorin-
kubiert wurden. Nach 60-minltiger Vorinkubation mit verschiedenen NF-kB-Inhibitoren (MG-
132, BAY-11-7082 und BAY-11-7085) wurden DC 60 min mit pYV" und YopP" infiziert bzw. 90
min mit 1 pyg/ml LPS inkubiert. AnschlieBend Gewinnung von nukledren Proteinextrakten. Es
wurden 120 ug Protein pro Probe eingesetzt. Medium = unbehandelte DC in Medium; Neg. =
Negativkontrolle (ELISA-Puffer). Dargestellt sind Mittelwerte aus Doppelbestimmungen eines

reprasentativen Versuchs aus insgesamt 3 unabhangigen Versuchen.

3.3 Einfluss von Toll-like-Rezeptoren auf den YopP-vermittelten Zelltod in
DC

In friheren Arbeiten wurde bereits gezeigt, dass NF-xB in Y.enterocolitica
infizierten DC zunachst unter dem Einflud von LPS aktiviert und in einem
zweiten Schritt durch YopP gehemmt wird. Diese NF-kB-Hemmung scheint
aber entsprechend den in Kapitel 3.2 dargestellten Ergebnissen nicht ursachlich
fur den YopP-induzierten Zelltod in DC zu sein.

Im Folgenden sollte nun der Einfluss von LPS auf die Zelltodinduktion
unabhangig von NF-xB untersucht werden. LPS bindet an der Oberflache
infizierten DC an TLR4, welcher das Signal Uber die Adaptermolekile MyD88
und TRIF weiterleitet. Im Gegensatz dazu bindet TLR2 Uberwiegend Membran-
bestandteile grampositiver Bakterien wie z.B. Lipoproteine.

So wurden zunachst TLR2xTLR4-defiziente DC und entsprechende Wildtyp-DC
mit pYV® und YopP~ (MOI 10:1) infiziert und 4 bzw. 24 h nach Infektion Zelltod-
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raten durchflusszytometrisch analysiert. Als Negativkontrolle wurden unbe-
handelte DC verwendet. Um Zelltodraten zu bestimmen, wurden die DC sowohl
mit TMRE und PI gefarbt, als auch nach der Methode von Nicoletti, um hypo-
diploide Nuclei (spate Apoptose) zu detektieren.

Abb 3.3.1 zeigt, dass sowohl bei uninfizierten TLR2xTLR4-defizienten als auch
bei den Wildtyp-DC eine leichte Zunahme der Zelltodrate nach 24 h zu
detektieren war, welche als spontane Apoptose gedeutet werden kann. Im
Vergleich zu Wildtyp-DC zeigten TLR2xTLR4-defiziente DC, welche mit pYV”
infiziert wurden, nach 4 h einen signifikant niedrigeren Anteil von Pl-positiven
Zellen und hypodiploiden Nuclei. Interessanterweise lagen nach 24 h die Apop-
toseraten von beiden Zelltypen auf gleichem Niveau (Abb. 3.3.1), was darauf
hindeutet, dass in den TLR2xTLR4-defizienten DC der Zelltod verzogert
einsetzt, nicht jedoch verhindert wird. Die Rate der hypodiploiden Nuclei war
sowohl bei Wildtyp-DC als auch bei TLR2xTLR4-defizienten DC 4 h nach
Infektion mit pYV" niedrig (Abb. 3.3.1 unten). Diese Tatsache ist nicht
uberraschend, da hypodiploide Nuclei ein Zeichen spater Apoptose sind. Bei
den YopP-infizierten DC war der Anteil Pl-positiver Zellen bzw. hypodiploider
Nuclei nach 4 bzw. 24 h vergleichbar der Negativkontrolle (Medium), was
bedeutet, dass durch die YopP - Mutante sowohl in TLR2xTLR4-defizienten DC
als auch Wildtyp-DC kein Zelltod ausgelost wurde.

Weiterfuhrende Versuche mit TLR2- bzw. TLR4-defizienten DC konnten zeigen,
dass der Zelltod-verzégernde Effekt durch Knock-out von TLR4 und nicht durch
TLR2-Knock-out bedingt ist (nicht dargestellt).
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Abb. 3.3.1: TLR abhangiger Zelltod. TLR2"XTLR4™ und Wildtyp DC wurden infiziert mit pYV"
und YopP". Durchflusszytometrische Analyse nach Farbung mit TMRE und Pl bzw. nach
Nicoletti. Pl-positive Zellen (obere Halfte) und hypodiploide Nuclei (untere Halfte) 4 und 24 h
nach Infektion. Medium = uninfizierte DC. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardabweichun-

gen aus n = 3 Versuchen.

Im Folgenden wurden verschiedene Adaptermolekule (MyD88 und TRIF) des
TLR4-Rezeptors untersucht. Dazu wurden DC aus MyD88-defizienten und
TRIF-defizienten M&3usen verwendet. 4 bzw. 24 h nach Infektion mit pYV"
wiesen MyD88-defiziente DC im Vergleich zu Wildtyp-DC vergleichbare
Apoptoseraten (PI-Positivitat, hypodiploide Nuclei) auf (Abb. 3.3.2). Die Apop-
toseraten uninfizierter DC (Medium) waren niedrig, genauso wie die YopP -
infizierter DC (Abb.3.3.2).

Versuche mit TRIF-defizienten DC fihrten zu ahnlichen Ergebnissen. Auch hier
waren 4 bzw. 24 h nach Infektion mit pYV" keine Unterschiede hinsichtlich der
Zelltodraten von TRIF-defizienten DC und Wildtyp-DC zu detektieren (Abb.
3.3.3, Versuch durchgefuhrt von S. Grébner).
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Abb. 3.3.2: Zelltodvermittlung tber MyD88. MyD88'/' und Wildtyp DC wurden infiziert mit
pYV" und YopP". Farbung mit TMRE und PI bzw. nach Nicoletti und anschlieRender durchfluss-
zytometrischer Analyse Pl-positiver Zellen (linke Halfte) und hypodiploider Nuclei (rechte Halfte)
4 bzw. 24 h nach Infektion. Medium = uninfizierte DC. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standard-
abweichungen aus n = 3 Versuchen.
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Abb. 3.3.3: Zelltodvermittlung tiber TRIF-"5?P2 TRIFPs2P52 ynd Wildtyp DC wurden infiziert
mit pYV" und YopP". Farbung mit TMRE und Pl bzw. nach Nicoletti und anschlieRender
durchflusszytometrischer Analyse. Pl-positive Zellen (linke Halfte) und hypodiploide Nuclei
(rechte Halfte) 4 bzw. 24 h nach Infektion. Medium = uninfizierte DC. Dargestellt sind Mittel-

werte mit Standardabweichungen aus n = 3 Versuchen.

Diesen Ergebnissen zufolge ist YopP-induzierter Zelltod in DC abhangig vom
TLR4-Signalweg, da 4 h nach Infektion die Zelltodrate in TLR2xTLR4-
defizienten bzw. TLR4-defizienten DC signifikant niedriger ist als in Wildtyp-DC.

Da aber dieser Effekt 24 h nach Infektion wieder aufgehoben ist, muss der
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Zelltod zu spaten Zeitpunkten von einer anderen Variablen abhangen. Die
TLR4-Adapter-defizienten DC (MyD88”, TRIF”) zeigten zu beiden
gemessenen Zeitpunkten keinen Unterschied der Zelltodrate gegenuber den
Wildtyp-DC. Demzufolge reicht es fur die Unterdrickung des TLR4-abhangigen
Zelltods nicht, einzelne intrazellulare Adapter auszuschalten. Das Signal kdnnte
in diesem Fall Uber den jeweils anderen Adapter Ubermittelt werden.
Andererseits ist es denkbar, dass ein weiterer TLR4-Adapter (z.B. Mal, TIRAP
oder ein bislang unbekannter Adapter) fir die Ubermittlung des TLR4/LPS-

Signals ursachlich ist.

3.4 Apoptosekinetik in TLR2xTLR4-defizienten DC vs. Wildtyp-DC

Die in 3.3 gezeigten Ergebnisse deuten darauf hin, dass der YopP-induzierte
Zelltod durch die Abwesenheit von TLR4 nur verzogert, nicht jedoch aufge-
hoben wird. Zeitkinetiken von infizierten Zellen konnten dies bestatigen. Dafur
wurden 8x10° DC mit pYV* und YopP™ (MOl 10:1) infiziert und Uber einen
Zeitraum von 24 h nach TMRE und PI-Farbung durchflusszytometrisch unter-
sucht. Als Negativkontrolle wurden uninfizierte DC gemessen.

Uninfizierte DC zeigten einen geringgradigen Anstieg der Pl-positiven Zellen
uber einen Zeitraum von 24 h, welcher durch Spontanapoptose begrindet ist.
Dabei waren keine Unterschiede zwischen Knock-out-DC und Wildtyp-DC zu
detektieren (Abb. 3.4). YopP" infizierte DC zeigten, wie die Mediumkontrolle,
keinen Anstieg des Zelltodes in den beiden DC-Typen (Abb. 3.4).

Das mittlere Bild in Abb. 3.4 zeigt, dass Wildtyp Yersinien (pYV") sowohl in DC
von TLR2xTLR4-defizienten Mausen als auch in Kontroll-DC Zelltod auslésen.
Interessanterweise zeigten TLR2xTLR4-defiziente DC gegenuber Wildtyp-DC
einen um 2-3 h verzogerten Anstieg des Zelltodes (Abb. 3.4), nach 24 h jedoch
waren Kkeine Unterschiede zwischen den Zelltodraten von TLR2xTLR4-

defizienten DC und Wildtyp-DC zu messen.
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Abb. 3.4: Verzégerung des Zelltodes in TLR 2"xTLR4" DC gegeniiber Wildtyp-DC. DC
wurden mit pYV" und YopP" infiziert. Zellen wurden mit TMRE und Pl geférbt und durchfluss-
zytometrisch analysiert. Medium = uninfizierte DC. Dargestellt ist ein reprasentatives Ergebnis

aus 3 unabhangigen Versuchen.

Diese Ergebnisse weisen daraufhin, dass fur die fruihe Phase (bis 4 h) des
YopP-induzierten Zelltod ein LPS-Signal notwendig ist, welches Uber TLR4
vermittelt wird, wahrend ab einem Zeitpunkt > 4 h nach Infektion YopP-

induzierter Zelltod unabhangig von TLR4 ablauft.

3.5 Abhangigkeit der YopP-induzierten Apoptose in TLR 2" xTLR4" DC vs.
Wildtyp DC von Caspasen

Um weitere Einsichten in den Ablauf des ,fruhen®, TLR-abhangigen YopP-indu-
zierten und des ,spaten®, TLR-unabhangigen YopP-induzierten Zelltodes zu ge-
winnen, wurde die Rolle der Caspasen in diesem Versuchsaufbau untersucht.
Dazu wurden DC aus TLR2xTLR4-defizienten und Wildtyp-Mausen eine
Stunde vor Infektion mit dem Pancaspaseninhibitor zZVAD-fmk inkubiert, dann
mit Yersinien (pYV", YopP") infiziert und die Zelltodraten (PI-Positivitat) Gber 24
h analysiert.

DC ohne zVAD-fmk-Vorinkubation zeigten im Verlauf des Versuchs keinen
bedeutenden Anstieg Pl-positiver Zellen (ca. 20 % nach 24 h). YopP" infizierte

DC zeigten wie die Mediumkontrolle keinen wesentlichen Anstieg des Zelltodes
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(< 10 % Pl-positive Zellen nach 24 h). Die Gabe von zVAD-fmk verursachte
nach Infektion mit YopP™ im Vergleich zu unbehandelten DC einen vermehrten
Zelltod (ca. 30 % PI-Positivitat, Abb. 3.5 rechts), moglicherweise zurtickzu-
fuhren auf eine proapoptotische Wirkung von LPS bei gleichzeitig geblockten
Caspasen. Abb. 3.5 (Mitte) zeigt, dass die Hemmung von Caspasen durch

zVAD-fmk zu einer Senkung der Rate Pl-positiver DC um ca. 50 % fuhrte.
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Abb. 3.4: YopP-induzierter Zelltod in TLR 2"xTLR4" DC gegenuber Wildtyp-DC und
dessen Abhangigkeit von Caspasen. Zellen wurden 1 h vor Infektion mit 100 yM zVAD-fmk
vorinkubiert. DC wurden anschlieBend mit pYV* und YopP" infiziert. Zellen wurden mit TMRE
und Pl gefarbt und nach den angegebenen Zeitpunkten durchflusszytometrisch analysiert.
Medium = uninfizierte DC. Dargestellt ist ein reprasentatives Ergebnis aus 3 unabhangigen

Versuchen.

Dieses Ergebnis zeigt, dass YopP-induzierter Zelltod in DC nicht nur vom
Caspasenweg abhangig ist, sondern auch Uber einen anderen, Caspasen-
unabhangigen Weg ablauft.

Weiterhin zeigen die Ergebnisse, dass sowohl in der frihen, TLR2xTLR4 ab-
hangigen Phase, als auch in der spaten, TLR2xTLR4 unabhangigen Phase des
YopP-induzierten Zelltods ahnliche Mechanismen, namlich einerseits caspasen-

abhangige, andererseits caspasenunabhangige, beteiligt sind.
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3.6 Rolle der Todesrezeptoren TNFR, CD95/Fas und TRAIL bei der YopP-
vermittelten Apoptoseinduktion in DC

In weiteren Untersuchungen wurde analog zu dem um 2 bis 3 h verzogerten
Anstieg der Zelltodrate in TLR2xTLR4-defizienten DC gegenuber Wildtyp-DC
(siehe 3.4 und 3.5) auch eine Verzdgerung der Aktivierung der Caspasen 3 und
8 detektiert (Daten nicht gezeigt). Die Spaltung von Caspase 3 bzw. 8, und
damit ihre Aktivierung, erfolgte YopP-vermittelt in TLR2xTLR4-defizienten DC 2
bis 3 h spater im Vergleich zu Wildtyp-DC. Dieses Ergebnis weist auf eine
wichtige Rolle von Caspase 8 beim YopP-vermittelten Zelltod hin. Da Caspase
8 Uber verschiedene Todesrezeptoren (TNF-R, CD95/Fas, TRAIL) aktiviert wird,
wurden im Folgenden die Rolle der verschiedenen Todesrezeptoren bei der

YopP-induzierten Apoptose in DC untersucht.

3.6.1 TNF-Rezeptor

Fir die Apoptoseinduktion durch einen extrazellularen Liganden spielt der TNF-
R1 in bestimmten Zellen eine wichtige Rolle. In diesem Versuch sollte gepruft
werden, ob auch in YopP-infizierten DC Apoptose Uber diesen Rezeptor indu-
ziert wird. Die Idee war, dass LPS die DC Uber einen TLR4-abhangigen Weg
zur TNFa-Produktion anregt und so bei gleichzeitiger Hemmung von NF-«B
durch YopP uber einen autokrinen Loop Apoptose via TNF-R1-Rezeptoren
induziert wird.

Bei diesen Versuchen wurden, anstatt der oben beschriebenen Y.enterocolitica-
Stamme pYV' und YopP", die Mutanten P-wt und P-CA zu Infektionszwecken
verwendet. Die Mutante P-wt ist im Gegensatz zu P-CA katalytisch aktiv.

Abb. 3.6.1.1 zeigt, dass die Mutanten P-wt und P-CA gleiche Zelltodraten wie
pYV" und YopP™ und waren auch im Verlauf des Versuchs vergleichbar, so dass
sie als einander in ihrer Wirkung entsprechend gleichgesetzt werden kénnen.
Uber die Ergebnisse in 3.1 hinaus konnte gezeigt werden, dass die Cysteinpro-
teaseaktivitat von YopP essentiell fur die Zelltodinduktion durch YopP in DC ist,
da die Y.e. Mutante ohne Cysteinproteaseaktivitat (P-CA) im Gegensatz zu P-

wt (funktionelles YopP) keinen Zelltod ausloste.
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Abb. 3.6.1.1: YopP-abhangiger Zelltod in DC. DC wurden mit verschiedenen Y.e. (P-wt, P-
CA) in einer MOI von 10:1 infiziert. Zu den jeweiligen angegebenen Zeitpunkten erfolgte die
Farbung der Zelle mit TMRE und PI. Durchflusszytometrische Analyse nach PI-positiven Zellen
(A) und nach TMRE-negativen Zellen (B). Medium = uninfizierte DC. Dargestellt sind Mittelwerte

mit Standardabweichungen aus n = 3 Versuchen (A, B).
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Um festzustellen, ob DC nach YopP Infektion TNFa produzieren, wurden Zellen
infiziert und Zelliberstande mittels TNFa-ELISA untersucht (Daten von S.
Grobner). Es zeigte sich, dass nach P-wt Infektion innerhalb der ersten vier
Stunden TNFa sezerniert wird. Die Menge an sezerniertem TNFo war ver-
glichen mit LPS-behandelten bzw. P-CA-infizierten Zellen jedoch um ein viel-
faches geringer, so dass es unwahrscheinlich ist, dass autokrines TNFa in P-
wt-infizierten DC ursachlich flr den P-wt-induzierten Zelltod ist.

Dies wurde durch Versuche mit TNF-R1-defizienten DC (TNF p55™) bestétigt.
Als Kontrolle dienten entsprechende Wildtyp-Mause (C57BL/6). 8x10° DC
wurden mit P-wt und P-CA infiziert, nach 6 h mit TMRE und PI gefarbt und
durchflusszytometrisch ausgewertet. Als Negativkontrolle wurden uninfizierte
DC gemessen. Zusatzlich wurden infizierte DC, zeitgleich mit der Infektion, mit
10 ng/ml TNFa stimuliert, um zu bestimmen, ob YopP-induzierter Zelltod durch

TNFao gesteigert werden kann.

Wie aus Abb. 3.6.1.2 ersichtlich, zeigte sich nach 6 h kein signifikanter Unter-
schied zwischen den Rezeptordefizienten DC und Wildtyp-DC. Die Medium-
kontrolle zeigt keinen Zelltod. Im Vergleich dazu lagen die mit apathogenem P-
CA infizierten DC, Ergebnis 3.6.1.1 entsprechend, auf einem etwas erhdhten
Zelltodniveau.

P-wt verursachte apoptotischen Zelltod (ca. 60 % Pl-positive DC). Die P-wt
induzierte Zelltodrate lag in TNF-R1-defizienten-DC gegenuber Wildtyp-DC
zwar etwas niedriger, die Unterschiede waren jedoch nicht signifikant. Die
zusatzliche Gabe von TNFa zur Infektion konnte keine weitere Steigerung der
Zelltodraten im Vergleich zur alleinigen Infektion induzieren, jedoch zeigten P-
wt-infizierte TNF-R1-defiziente DC, die zusatzlich mit TNFa stimuliert wurden,
eine signifikant niedrigere Zelltodrate als entsprechende Wildtyp-DC.

Insgesamt weisen diese Ergebnisse daraufhin, dass YopP in DC Uber den TNF-

R1-Rezeptor keine Apoptose induziert.
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Abb. 3.6.1.2: Apoptose in DC via TNFo p55-Rezeptor. TNF p55” und C57BL/6 DC wurden
mit P-wt und P-CA infiziert, mit 10 ng/ml TNFa stimuliert bzw. infiziert und zusatzlich mit 10
ng/ml TNFa stimuliert. Farbung mit TMRE und Pl und durchflusszytometrische Messung nach 6
h. Medium = unbehandelte DC. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardabweichungen aus n =
3 Versuchen.

Weil das verwendete TNFa in DC keinen apoptotischen Zelltod ausldste, sollte
die Funktionsfahigkeit dieser Substanz in Thymozyten der Maus und DC
Uberpruft werden.

Dazu wurden T-Zellen aus dem Thymus verwendet bzw. DC mit Actinomycin D
vorinkubiert und anschlieliend mit TNFa inkubiert. Die Zellen wurden nach PI
und TMRE-Farbung durchflusszytometrisch analysiert. Als Negativkontrolle
dienten unbehandelte Thymozyten, als Positivkontrolle dienten Thymozyten, die
uber 10 min auf 60°C erhitzt wurden bzw. mit FCCP oder mit Staurosporin be-
handelte Thymozyten.

Bei Thymozyten zeigte sich nach 5-stindiger Inkubation mit TNFa (100 ng/ml)
eine Rate von ca. 75% TMRE-negative Zellen gegenuber ca. 40% TMRE-
negative Zellen in unbehandelten Zellen (Abb. 3.6.1.3 A, B). Mit Actinomycin D
vorinkubierte, TNFa-behandelte DC lagen mit ca. 40% PI-positiven Zellen Uber
denen von unbehandelten DC (ca. 25% PI-Positivitat, Abb 3.6.1.3 C).
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Abb. 3.6.1.3 Uberprufung der Funktion murinen TNFa. Frisch isolierte DC aus der Maus
(BALB/c) wurden 60 min/ 37°C mit 0,2 pg/ ml Actinomycin D vorinkubiert. Zellen (DC bzw.
Thymozyten) wurden 5 h lang mit 100 ng/ ml murinem TNFa stimuliert. Als Positivkontrollen
dienten Staurosporin (4 uyM), FCCP (100uM) bzw. nekrotische Zellen (10 mni, 60°C). TMRE-
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und PI-Farbung und durchflusszytometrische Analyse. A: Thymozyten. B: Anteil TMRE-
negativer Zellen aus (A) dargestellt als Balkendiagramm. C: Anteil Pl-positiver DC. Medium =
unbehandelte Zellen. Dargestellt ist ein reprasentatives Ergebnis aus n = 4 Versuchen (A, B),

bzw. Mittelwerte mit Standardabweichungen aus n = 3 Versuchen (C).

Das Ergebnis lasst darauf schlieBen, dass das im Versuch verwendete
TNFa funktionstuchtig ist.

3.6.2 CD95/Fas-Rezeptor

Ein weiterer Weg Apoptose in Zellen von extrazellular zu induzieren fuhrt Uber
den CD95/Fas-Rezeptor. Um zu uberprifen, ob dieser Weg in DC uUberhaupt in
Frage kommt, wurde die Expression des Rezeptors auf DC gemessen. Als
Positivkontrolle dienten T-Zellen aus dem Thymus.

DC und Thymozyten wurden mit einem unmarkierten anti-CD95/Fas-Antikorper
und anschlielfend mit einem FITC-fluoreszenzmarkiertem Sekundarantikdrper
gefarbt. Die unspezifische Bindung wurde durch alleinige Farbung mit dem
FITC-markierten Sekundarantikorper ermittelt. Als Negativkontrolle wurden
ungefarbte Zellen gemessen (Medium).

DC, die nur mit dem FITC-markierten Sekundarantikorper gefarbt worden
waren, wiesen eine niedrige FITC-Fluoreszenzintensitat auf, also ein Hinweis
darauf, dass ein geringer Teil der gemessenen Zellen den FITC-Antikorper
binden. Es bestand aber kein Unterschied zwischen DC, die sowohl mit CD95-
Antikorper als auch mit Sekundarantikorper gefarbt wurden und solchen, die nur
mit dem Sekundarantikorper gefarbt wurden (Abb. 3.6.2.1 linke Halfte), ein
Hinweis darauf, dass DC auch nicht den Primarantikdrper binden und somit
kein CD95/Fas exprimieren. In Thymozyten jedoch lag die mittlere Fluoreszenz
in den mit Primar- und Sekundarantikorper inkubierten Zellen hoher als in
denen, die nur mit dem Sekundarantikoérper inkubiert wurden (Abb. 3.6.2 rechte
Halfte), ein Zeichen dafir, dass Thymozyten den Primarantikérper binden und

damit CD95/Fas exprimieren.
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Abb. 3.6.2.1: CD95/Fas-Rezeptorexpression. DC und Thymozyten (C57BL/6) wurden 30 min
mit 1 pl/ 50 ml anti-CD95/Fas-Antikorper inkubiert und anschlieBend 20 min mit FITC-
markiertem Sekundarantikérper (1:200) gefarbt. Es wurden nur Pl-negative DC und Thymo-
zyten ausgewertet. Wert im Overlay-Histogramm (unterste Reihe) gibt die mittlere FITC-
Fluoreszenz an. Primar- und Sekundarantikérpergefarbte Zellen sind grau (ausgeflllte Flache)
dargestellt, nur Sekundarantikdrpergefarbte Zellen weil3. Sek.AK = Sekundar-Antikérper. Darge-

stellt ist jeweils das Ergebnis aus n = 1 Versuchen.

Daraus kann geschlossen werden, dass DC im Gegensatz zu Thymozyten

keinen CD95/Fas-Rezeptor aufweisen.

Auch wenn der vorangegangene Versuch darauf hingedeutet hatte, dass DC
keinen CD95/Fas-Rezeptor exprimieren, sollte untersucht werden, ob dieser
Rezeptor dennoch eine Funktion bei der Induktion von apoptotischem Zelltod in
DC durch YopP hat.

Dazu wurde zunachst geprift, ob CD95/Fas-Rezeptoren wahrend der Infektion
vermehrt exprimiert werden. 5x10° DC wurden mit P-wt und P-CA (MOI 10:1)
infiziert und anschlie®end mit dem anti-CD95/Fas-Antikérper inkubiert und mit
dem Sekundarantikorper gefarbt. Als Negativkontrolle wurden nur sekundar-

gefarbte DC und uninfizierte Zellen gemessen.

47



Insgesamt zeigte sich keine Expression des CD95/Fas-Rezeptors, da kaum ein
Unterschied zwischen den mittleren Fluoreszenzintensitaten von Priméar- und
Sekundarantikorperfarbung und alleiniger Sekundarantikérperfarbung detektier-
bar war. Die Infektion mit den Yersiniamutanten P-wt und P-CA beeinflusste die
Expression des Rezeptors nicht (Abb. 3.6.2.2), wobei in diesem Versuch eine

geringgradige CD95-Expression auf uninfizierten DC zu detektieren war.

Medium

anti - CD95
Sek. AK FITC

Sek. AKFITC

Abb. 3.6.2.2 CD95/Fas-Expression in DC nach Infektion mit YopP. DC (BALB/c) wurden 4 h
mit P-wt und P-Ca infiziert, daraufhin 30 min mit 1 pl/ 50 CD95-Antikérper inkubiert und
anschlieend 20 min mit FITC-markiertem Sekundarantikorper (1:200) gefarbt. Der Wert im
Overlay-Histogramm gibt die mittlere FITC-Fluoreszenz an. Primar- und sekundargefarbte
Zellen werden grau (ausgeflllte Flache) dargestellt, nur sekundargefarbte Zellen weill. Sek.AK

= Sekundar-Antikorper. Dargestellt ist ein reprasentatives Ergebnis aus n = 3 Versuchen.

Gleichzeitig wurden 5x10° DC mit einem stimulierenden anti-CD95/Fas-
Antikorper inkubiert und anschlieRend mit P-wt und P-CA (MOI 10:1) infiziert.
Als Kontrolle dienten DC, die nur infiziert und nicht Uber CD95/Fas stimuliert
wurden. Zelltod wurde 4 h nach Infektion in TMRE und PI gefarbten Zellen per
FACS gemessen. Negativkontrolle waren uninfizierte DC.
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Im Vergleich zu den vorherigen Versuchen lag hier die Rate der apoptotischen
Zellen in der Mediumkontrolle mit etwa 25 % Pl-positiven Zellen recht hoch. Die
mit dem apathogenen Stamm P-CA infizierten DC zeigten ahnlich hohe Zell-
todraten (Abb. 3.6.2.3). P-wt infizierte DC wiesen zu etwa 60 % apoptotischen
Zelltod auf, es gab aber keinen Unterschied zwischen Wildtyp-DC und denen,
welche mit dem stimulierenden anti-CD95/Fas-Antikorper inkubiert worden
waren (Abb. 3.6.2.3).

Dieser Versuch weist zusatzlich daraufhin, dass der YopP-induzierte apopto-
tische Zelltod in DC nicht Uber den CD95/Fas-Rezeptor beeinflusst wird. Die
hohe Spontanapoptoserate der DC liegt am ehesten an den DC-Kulturen (z.B.

zu geringe GM-CSF-Konzentrationen 0.3.).

809 O Medium
> M anti-CD95
§ 60-

T
N
2 404
G
o
2 20+
o
0

Medium P-wt P-CA

Abb. 3.6.2.3: Apoptotischer Zelltod Uber CD95/Fas-Rezeptor. DC (BALB/c) wurden 10 min/
37°C mit 1ug/ 50ul CD95-Antikdrper bzw. in Medium vorinkubiert. Infektion mit P-wt und P-CA.
Farbung mit TMRE und Pl 4 h nach Infektion und anschlieBende durchflusszytometrische
Analyse. Medium=uninfizierte DC. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus

n = 3 Versuchen.

In den oben beschriebenen Versuchen konnte kein vermehrter Zelltod in Y.
enterocolitica-infizierten DC, die zusatzlich Gber CD95/Fas-Rezeptoren stimu-

liert worden waren, detektiert werden.
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Nachdem in Abb. 3.6.2.1 bereits gezeigt wurde, dass Thymozyten den CD95/
Fas-Rezeptor exprimieren, sollte die Apoptose-induzierende Wirkung des anti-
CD95/Fas-Antikdrpers in Thymozyten kontrolliert werden.

Dazu wurden 5x10° Zellen 5 h mit anti-CD95/Fas-Antikdrper inkubiert. Als
Negativkontrolle wurden unbehandelte Zellen gemessen. Positivkontrolle waren
Thymozyten, die Uber 10 min auf 60°C erhitzt wurden oder mit FCCP bzw.
Staurosporin behandelt wurden. Die Auswertung erfolgte durchflusszyto-
metrisch nach Farbung mit Pl und TMRE.

Die mit anti-CD95/Fas-Antikdrper behandelten Thymozyten zeigten im Ver-
gleich zur Negativkontrolle eine hohere Zelltodrate (53% versus 29% TMRE-
negativer Zellen) (Abb 3.6.2.4 A, B). Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass der
anti-CD95/Fas-Antikorper eine zelltodinduzierende Wirkung hat. Die Tatsache,
dass nur rund 60 % der Zellen ein niedriges inneres Mitochondrialmembran-
potential, und damit apoptotischen Zelltod, aufweisen, kdonnte damit erklart
werden, dass nicht alle T-Zellen einen CD95/Fas-Rezeptor exprimieren und
dass zu einem verhaltnismaRig frihen Zeitpunkt (5 h nach anti-CD95/Fas-

Antikorperstimulation) gemessen wurde.
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Abb. 3.6.2.4 Uberprufung des stimulierenden anti-CD95/Fas Antikorpers. Frisch isolierte
Thymozyten aus der Maus wurden 5 h mit 1 pg/ ml anti-CD95/Fas-Antikérper bzw. 4 uM
Staurosporin (Positivkontrolle) inkubiert. Als weitere Positivkontrollen dienten FCCP 100 uM (30
min) und Erhitzung auf 60°C Uber 10 min. DC wurden TMRE und PI gefarbt und durchfluss-
zytometrisch analysiert (A). Darstellung des Anteils TMRE-negativer DC aus (A) als Balken-
diagramm (B). Medium = unbehandelte Zellen. Dargestellt ist ein reprasentatives Ergebnis aus

n = 3 Versuchen.

3.6.3 TRAIL-Rezeptor

Ein weiterer Weg, von extrazellular her apoptotischen Zelltod zu induzieren, ist
der Weg uUber den TRAIL-Rezeptor. Da in der Literatur bislang wenig Uber
TRAIL-Expression in DC beschrieben wurde, sollte zunachst die Expression
des Rezeptors in uninfizierten DC bestimmt werden.

Zusatzlich sollte untersucht werden, ob DC nach Infektion mit YopP vermehrt
TRAIL-Rezeptoren exprimieren. Dazu wurden 1x10° DC mit P-wt und P-CA
(MOI 10:1) bzw. mit Heat-killed Y.e. infiziert, anschlieRend mit anti-TRAIL-R-
Antikorper inkubiert und daraufhin mit einem Sekundarantikdrper gefarbt. Als
Negativkontrolle dienten Zellen, die nur mit dem Sekundarantikdrper gefarbt
worden waren. Die DC wurden durchflusszytometrisch analysiert.

Uninfizierte DC zeigten eine TRAIL-R-Expressionsrate von 6,4%. Infektion mit

P-wt bzw. P-CA flhrte zu einer Steigerung der Expressionsraten um mehr als
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das Doppelte. In den mit Heat-killed Y.e. behandelten DC lag die Expressions-
rate gegenlber den uninfizierten DC ebenfalls geringgradig hdher, was darauf
hindeutet, dass ein Teil der gesteigerten TRAIL-R-Expressionsraten auf einen
Effekt durch LPS zurlGckzufuhren ist.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass ein bestimmter Teil (ca. 10 bis 15 %)
der DC unter Einflul von LPS TRAIL-Rezeptoren exprimiert, da sowohl YopP
tragende Bakterien, als auch apathogene Stdamme (P-CA und Heat-killed Y.e.)
diesen Effekt induzieren (Abb. 3.6.3.1).

Medium P-wt P-CA Heat-killed
) Bakterien

15.0%  w,

TRAIL

Abb. 3.6.3.1 Expression des TRAIL-Rezeptors in DC nach Infektion mit Y.e. DC (BALB/c)
wurden mit P-wt, P-CA und Heat-killed Y .e. infiziert. 4 h nach Infektion wurden die Zellen 30 min
lang mit 2 pl/ 50 pl anti-TRAIL-Antikdrper inkubiert und anschlieBend 20 min mit FITC-
markierten Sekundarantikorper (1:200) gefarbt. Die Analyse erfolgte durchflusszytometrisch.
Primar- und sekundargefarbte DC sind im Overlay-Histogramm grau, nur sekundargefarbte DC
weild dargestellt. Wert im Histogramm gibt den Anteil der Zellen mit TRAIL-Rezeptorexpression
an. Medium = nicht-infizierte Zellen. Dargestellt ist ein reprasentatives Ergebnis aus n = 3

Versuchen.

Obwohl der vorherige Versuch ergab, dass nur ein geringer Anteil von DC den
TRAIL-Rezeptor auf ihrer Oberflache exprimieren, sollte die Bedeutung dieses
Rezeptor bei einer Infektion der DC mit YopP in einem separaten Versuch
geklart werden.

Hierzu wurden 1x10° DC mit einem blockierenden anti-TRAIL-R-Antikdrper (um
einen ,Knock out Effekt” zu simulieren) oder dessen Isotyp vorinkubiert und an-
schlieBend mit P-wt und P-CA infiziert. Die Zelltodrate wurde nach Farbung mit
TMRE und PI durchflusszytometrisch bestimmt. Als Negativkontrolle wurden

unbehandelte DC untersucht.
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Die Versuche zeigten fir die Mediumkontrolle eine hohe Rate an Zellen mit
niedrigem inneren Mitochondrienmembranpotential, die nicht durch die Inkuba-
tion mit dem Anti-TRAIL-R-Antikdrper oder mit dem Isotypen beeinflusst wurde
(Abb. 3.6.3.2). Die P-CA infizierten Zellen starben zu einer vergleichbaren
Quote, auch hier zeigten sich keine Unterschiede hinsichtlich der Antikorper-
behandlung (Abb. 3.6.3.2). Zellen, die mit P-wt infiziert wurden, beschrieben
eine hohe Rate an apoptotischem Zelltod (Abb. 3.6.3.2), es waren aber auch
hier keine Unterschiede zwischen Zellen, deren TRAIL-Rezeptor geblockt war
und jenen, die unbehandelt waren.

Die hohe Spontanapoptoserate in den unbehandelten Zellen ist am ehesten auf
die Versuchsbedingungen (mehrere Waschschritte fir die Antikdrperinkubation)
zuruckzufuhren.

In Kombination mit dem Versuch zur TRAIL-Rezeptorexpression begrundet
dieses Ergebnis zusatzlich die Annahme, dass in Dendritischen Zellen YopP-
induzierte Apoptose nicht in kausalem Zusammenhang mit dem TRAIL-

Rezeptor steht.

100,0 1
80,0 4
60,0 4 W unbehandelte DC

B Isotyp anti-rat IgG2a

40,0 4 O block. anti-TRAIL-R-AK

TMRE neg. Zellen (%)

20,0 1

0,0 4

& & &
@6&\) Q Q

Abb 3.6.3.2 YopP-vermittelte Apoptose via TRAIL-Rezeptor. DC (BALB/c), unbehandelt
bzw. 30 min auf Eis mit 2ug/ 50ul blockierendem anti-TRAIL-Antikérper bzw. 1ug/ 50ul Anti-rat
1gG.,,-Isotyp vorinkubiert. Die Zellen wurden dann mit P-wt und P-CA infiziert. 4 h nach Infektion
Farbung mit TMRE und PI und anschliefiende durchflusszytometrische Analyse. Medium =

uninfizierte DC. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardabweichungen aus n = 3 Versuchen.

53



Da sich eine geringgradige Steigerung der TRAIL-Rezeptorexpression in DC
nach Infektion mit YopP gezeigt hatte (Abb. 3.6.3.1), sollte untersucht werden,
ob DC bei zusatzlicher Gabe von TRAIL-Liganden vermehrt Zelltod zeigt.

Dazu wurden 1x10° DC mit P-wt, P-CA und Heat-killed Y.e. infiziert und
gleichzeitig mit TRAIL-Ligand (SuperKillerTRAIL) behandelt. Als Negativkon-
trolle wurden uninfizierte Zellen gemessen. Die Auswertung erfolgte durchfluss-
zytometrisch nach Farbung mit TMRE und PI.

Es zeigten sich keine Unterschiede zwischen den mit TRAIL-Ligand stimulierten
DC und den unstimulierten Zellen (Abb. 3.6.3.3). Die Mediumkontrolle zeigte
geringgradigen Zelltod (Spontanapoptose). Die apathogenen Stamme (P-CA
und Heat-killed Y.e.) verursachten jeweils in ca. 30 bis 40 % der DC Zelltod. P-
wt induzierte in ca. 80 bis 85 % der DC Zelltod (Abb. 3.6.3.3), was oben be-
schriebenen Raten entspricht.

Diese Ergebnisse konnten damit erklart werden, dass der exprimierte TRAIL-

Rezeptor keine Funktion aufweist oder der verwendete Ligand funktionslos ist.
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Abb. 3.6.3.3 TRAIL-induzierter Zelltod in YopP-infizierten DC. DC (BALB/c) wurden mit P-
wt, P-CA und Heat-killed Y.e. infiziert. Ein Teil der DC wurde zusatzlich zur Infektion mit 500
ng/ml stimulierendem TRAIL-Ligand behandelt. 4 h nach Infektion TMRE- und PI-Farbung und
durchflusszytometrische Analyse. Medium = uninfizierte DC. Dargestellt ist ein représentatives

Ergebnis aus n = 2 Versuchen.

Da der verwendete TRAIL-Ligand in DC keinen apoptotischen Zelltod ausloste,

wurde die Funktionsfahigkeit des Liganden in Jurkatzellen (humane T-Zellen)
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Uberpruft, da sich auch in Thymozyten aus Mausen nach Gabe von Super-
KillerTRAIL (TRAIL-Ligand) kein Zelltod zeigte.

Dazu wurden 1x10° Jurkatzellen 4 bzw. 24 h mit SuperKillerTRAIL inkubiert.
Die Zellen wurden nach Pl und TMRE-Farbung durchflusszytometrisch ana-
lysiert. Als Negativkontrolle dienten unbehandelte Jurkatzellen, als Positiv-
kontrolle dienten Jurkatzellen, die mit Staurosporin behandelt wurden.

Die Zelltodrate in den unbehandelten Zellen (Medium) lag sowohl nach 4 als
auch nach 24 h mit ca. 10 % TMRE-negativen Zellen niedrig. Staurosporin |6ste
schon zum frihen Zeitpunkt in fast allen Zellen (ca. 90 % TMRE-negative Zel-
len) Zelltod aus, der auch nach 24 h nicht mehr anstieg.

Zellen, die mit SuperKillerTRAIL behandelt wurden, zeigten 4 h nach Behand-
lung eine moderate Zelltodrate (ca. 25 % der Zellen), diese stieg nach 24 h auf

60 % TMRE-negative Zellen an (Abb. 3.6.3.4).
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Abb. 3.6.3.4 Uberprufung von SuperKillerTRAIL in humanen T-Zellen. T-Zellen (Jurkat J16)
wurden mit 500 ng/ml TRAIL-Ligand inkubiert. Als Positivkontrolle diente Staurosporin (4uM).
Die Zellen wurden nach 4 bzw. 24 h mit TMRE und PI gefarbt und durchflusszytometrisch ana-

lysiert. Med = unbehandelte Zellen. Dargestellt sind Mittelwerte aus n = 2 Versuchen.

Mit diesem Ergebnis konnte gezeigt werden, dass der TRAIL-Ligand funktions-

tlchtig ist.
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4. Diskussion

Das gram-negative Bakterium Yersinia enterocolitica ist durch verschiedene
Pathogenitatsfaktoren in der Lage, das Immunsystem seines Wirtsorganismus
zu beeinflussen. Dadurch erhoht sich die Wahrscheinlichkeit, dass Yersinia en-
terocolitica im Wirt Uberleben kann.

Ein wichtiger Pathogenitatsfaktor von Yersinia enterocolitica ist YopP, welches
indirekt die Aktivierung des Transkriptionsfaktors ,nuclear factor kappa B* (NF-
kB) verhindert (127). Uber diesen Weg und Uber die Aktivierung von Caspasen
wird apoptotischer Zelltod in murinen Makrophagen ausgeldst (94, 95).

In einem ersten Schritt sollte geklart werden, zu welchem Zeitpunkt nach
Yersinieninfektion YopP-vermittelter Zelltod in DC einsetzt. YopP-abhangig fallt
die NF-kB-Konzentration 90 min nach Infektion im Zellkern stark ab (38). Durch
Infektion von DC mit dem Y. enterocolitica Wildtypstamm und anschlieRender
Bestimmung einer Zelltodkinetik sollte ermittelt werden, ob Zelltod vor dem
Zeitpunkt 90 min nach Infektion einsetzt und damit der Abfall des NF-xB im
Zellkern nicht ausschlieRlich ursachlich fur den Zelltod sein kann. Andererseits
wulrde ein YopP-vermittelter Zelltod nach mehr als 90 min nach Infektion daftr
sprechen, dass der Abfall der NF-kB-Konzentration im Zellkern die Ursache flr
den Zelltod in DC darstellt.

Die Infektionsversuche zeigten, dass Zelltod zwischen 90 und 120 min nach
Infektion mit YopP einsetzte. Dazu wurden sowohl Pl-positive Zellen gemessen
(Verlust der Zellmembranintegritat) als auch der Abfall des inneren, mitochon-
drialen Transmembranpotentials, ein Zeichen frUher Apoptose, bestimmt.
Mithilfe dieser Ergebnisse, die zeigten, dass der Zeitpunkt des Zelltodbeginns
mit dem Abfall der NF-kB-Konzentration im Zellkern zusammenfallt, konnte
nicht abschlief3end geklart werden, ob die verminderte NF-xB-Aktivierung in DC

ursachlich fur den Zelltod in DC ist.

Deshalb wurden weiterfuhrende Infektionsversuche in DC durchgefuhrt, die
zuvor mit verschiedenen NF-kB-Inhibitoren vorinkubiert worden waren. Dadurch
sollte die NF-kB-Aktivierung zusatzlich zum NF-kB-inhibierenden Effekt durch

YopP unterdriuckt werden. Ware die Ursache fur den YopP-vermittelten Zelltod
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in DC der Abfall der NF-kB-Konzentration, sollte die YopP-vermittelte
Zelltodrate durch Vorinkubation mit NF-xB-Inhibitoren noch weiter ansteigen.
Nachdem mittels NF-kB-ELISA die NF-kB-hemmende Wirkung der Inhibitoren
uberpruft worden war, zeigte sich entgegen den Erwartungen, dass die Zelltod-
raten nach Y. enterocolitica-Infektion in DC, die mit NF-«B-Inhibitoren vorin-
kubiert wurden, gegenuber unbehandelten DC niedriger lagen.

Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass der YopP-induzierte Zelltod nicht von
einer verminderten NF-kB-Konzentration abhangig ist. Im Zusammenhang mit
bereits publizierten Artikeln gesehen, ist dieses Versuchsergebnis durchaus
interessant, da der Abfall der NF-xB-Konzentration zumindest in murinen Ma-
krophagen bislang als zentrale Ursache fur die Einleitung von Apoptose gese-
hen wurde (94-96).

Da in Makrophagen bereits gezeigt werden konnte, dass YopP (YopdJ in
Yersinia pseudotuberculosis) mittels seiner Cysteinproteaseaktivitat in die
Signalwege der Wirtszelle eingreift (79,80) und apoptotischen Zelltod auslost
(32,95,98), sollte in DC der Einfluss der Cysteinproteaseaktivitat auf die Zelltod-
induzierende Wirkung von Yersinia YopP untersucht werden.

Dafur wurden Infektionsversuche in DC mit zwei Yersinienmutanten durch-
gefuhrt, einer katalytisch aktiven (P-wt) und einer katalytisch inaktiven Mutante
(P-CA) (98).

Die Infektion mit der P-CA-Mutante flUhrte im Vergleich zur P-wt-Mutante zu
deutlich verminderten Zelltodraten in DC (vergleichbar mit uninfizierten Zellen).
Von daher wurde gezeigt, dass die Cysteinproteaseaktivitat von YopP essentiell
fur die Zelltodinduktion durch YopP in DC ist.

Als ein weiterer Punkt wurde der Einflu® von Toll-like-Rezeptoren (TLR2 und
TLR4) auf den YopP-vermittelten Zelltod in DC untersucht.

Dazu wurden Infektionsversuche mit TLR2/TLR4-defizienten DC durchgefuhrt.
Die Zelltodraten wurden dabei mittels PIl-Farbung (Verlust der zellularen Mem-
branintegritat) bzw. anhand der Rate hypodiploider Nuclei bestimmt. Die Zell-

todraten lagen nach Infektion mit Wildtypyersinien (pYV®) in den Knock-out-

57



Zellen, im Vergleich zu Wildtyp-DC, zu frihen Zeitpunkten (bis 4 h nach
Infektion) signifikant niedriger.

Mit einer Verzdgerung von 2 bis 3 h gegenuber Wildtyp-DC setzte jedoch auch
in den TLR2/TLR4-defizienten DC 4 h nach Infektion YopP-vermittelter Zelltod
ein. Weiterfuhrende Untersuchungen an DC von TLR2- bzw. TLR4-knock-out-
Mausen ergaben, dass TLR4, und nicht TLR2, essentiell fur die frihe Phase
(bis 4 h nach Infektion) des YopP-vermittelten Zelltods ist. Im Gegensatz dazu
scheint der YopP-vermittelte Zelltod zu spateren Zeitpunkten, also mehr als 4 h
nach Infektion, unabhangig vom TLR4-Signalweg zu sein.

Diese Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit Infektionsversuchen in
Makrophagen, die zeigen konnten, dass der YopP-vermittelte Zelltod in
Makrophagen uber TLR4 vermittelt wird (44,123). Als Ursache fur den TLR4-
vermittelten Zelltod in Makrophagen wird das Zusammenspiel von TLR4-
vermitteltem LPS-Signal und gleichzeitiger Hemmung der NF-kB-Aktivierung
durch YopP/J (95,127) diskutiert. Dieses Zusammenspiel ist auch in DC
zumindest in der frihen, TLR4-abhangigen Phase der YopP-abhangig
Zelltodinduktion nicht ausgeschlossen, da NF-kB-Aktivierung in DC ebenfalls
durch YopP induziert wird (38).

Die intrazellularen Adaptermolekile MyD88 und TRIF spielen fur die Weiter-
leitung des TLR4-Signals eine bedeutende Rolle. So wurde kurzlich in Makro-
phagen entdeckt, dass MyD88 und TRIF an der LPS/YopP-abhangigen Apop-
tosevermittlung beteiligt sind (96,97).

Infektionsversuche mit DC aus MyD88- bzw. TRIF-defizienten Mause zeigten
jedoch keine Unterschiede der YopP-vermittelten Zelltodraten gegenlber ent-
sprechender Wildtyp-DC.

Eine Erklarung hierfir ware, dass die beiden Adaptermolekdile in ihrer Signal-
funktion redundant sind, also die Anwesenheit eines Adapters fur die Weiter-
leitung des LPS-Signals ausreichend ist. Andererseits ware es vorstellbar, dass
weitere Adaptermolekile in den TLR4-Signalweg eingebunden sind, beispiels-
weise TIRAP oder Mal (59).
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Untersuchungen an Makrophagen deuten darauf hin, dass die Aktivierung von
Caspase 8 den durch LPS ausgeldsten, YopP-vermittelten Zelltod von Makro-
phagen bedingen (32,44,96,97).

Untersuchungen in TLR2/TLR4-defizienten DC zeigten, dass die Spaltung von
Caspase 3 und Caspase 8 nach YopP-Infektion gegenuber Wildtyp-DC um ca.
90 min verzogert ist. Diese Ergebnisse im Zusammenhang gesehen mit den
Resultaten des verzogerten Zelltods in TLR2/4-defizienten DC deuten darauf
hin, dass Caspase 8 Aktivierung einen wichtigen Bestandteil der YopP-indu-
zierten Apoptose in DC darstellt.

Um weitere Einsichten in die Mechanismen frihen TLR4-abhangigen, bzw.
spaten YopP-vermittelten Zelltod in DC zu gewinnen und die Rolle der Cas-
pasen vertiefend zu klaren, wurden TLR2/TLR4-defiziente bzw. Wildtyp-DC
eine Stunde vor Infektion mit dem Pancaspaseninhibitor zZVAD-fmk inkubiert. Es
zeigte sich, dass die Inhibition der Caspasen durch zVAD-fmk vor der Infektion
mit pYV" eine Reduktion der Pl-positiven DC um ca. 50 % verursachte. Damit
ist YopP-vermittelter Zelltod in DC nicht ausschlieBlich Caspasen-abhangig,
sondern zum Teil auch Caspasen-unabhangig. Die Tatsache, dass der Cas-
paseninhibitor die Rate der Pl-positiven DC sowohl zu frihen (bis 4 h nach
Infektion) als auch zu spéaten (mehr als 4 h nach Infektion) Zeitpunkten senkt,
legt nahe, dass die Mechanismen des frUhen, TLR4-abhangigen und des

spaten, TLR-unabhangigen YopP-induzierten Zelltods in DC ahnlich sind.

Es gibt zwei verschiedene Moglichkeiten, um den TLR4-unabhangigen, verzo-
gerten Zelltod in DC zu erklaren. Einerseits konnte YopP, da ja ein mogliches
LPS-Signal durch Fehlen des TLR4-Rezeptors blockiert ist, alleine den Zelltod
vermitteln. Andererseits konnte LPS unter Umgehung des TLR4-Rezeptors
uber einen bislang unbekannten Weg Zelltod in DC einleiten. Diese Vermutung
konnte auch aus Versuchen mit TLR4-defizienten Makrophagen abgeleitet
werden. In diesen Makrophagen war der Abbau von IkBa und die Aktivierung
der MAP-Kinase JNK nach Infektion mit einer YopJ-defizienten Mutante von Y.

pseudotuberculosis verzogert, nicht jedoch verhindert (123).
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FADD (Fas-associated death domain), welches die Caspase 8 Aktivierung ver-
mittelt, spielt eine wichtige Rolle bei LPS-vermitteltem, YopP-induziertem Zell-
tod in Makrophagen (44,96). Da die YopP-induzierte Aktivierung von Caspase 8
durch TLR4 beeinflusst wird, konnte eine bisher unbekannte Verbindung
zwischen dem TLR4-Rezeptor und FADD bestehten, welche den fruhen, TLR4-
abhangigen Zelltod in DC verursacht. Neueste Studien Uber den YopP/J-
induzierten Zelltod in Makrophagen und DC lassen vermuten, dass YopP direkt
oder indirekt die Bildung des death inducing signalling complex (DISC) verur-
sacht und damit Caspase 8 aktiviert (32,44,96).

DISC wird an den intrazellularen Domanen von Todesrezeptoren klassischer-
weise nach Stimulation der Todesrezeptoren Uber den entsprechenden
Liganden formiert.

Deshalb sollte untersucht werden, ob der YopP-vermittelte Zelltod in DC auch
vom Signalweg der Todesrezeptoren (TNF-Rezeptor, CD95/Fas und TRAIL-R)
beeinflusst wird.

Todesrezeptoren binden Todesliganden (TNFa, FasL und TRAIL) und vermit-
teln auf diese Weise extrinsische Signale Uber eine Signalkaskade, in der die
Caspase 8 eine zentrale Funktion einnimmt. Auf diese Weise werden in der
Zelle Vorgange induziert, die zum apoptotischen Untergang der Zelle fuhren.
Zunachst sollte untersucht werden, inwiefern der TNF-Rezeptor den YopP-indu-
zierten Zelltod in DC beeinflusst. TNFa wird von vielen Zellen (z.B. Makropha-
gen, Mastzellen, Endothelzellen u.a.) gebildet und kann durch Bindung uber
den TNF-Rezeptor Apoptose einleiten, (69,116). LPS und andere bakterielle
Produkte konnen die Produktion von grof’en Mengen an TNFa durch die
beschriebenen Zellen induzieren (116). LPS kdonnte DC auf diesem Weg TLR4-
abhangig zur TNFa-Produktion anregen. So kénnte bei gleichzeitiger Hemmung
von NF-kB durch YopP uber einen autokrinen TNFa-Loop Apoptose via TNF-
R1-Rezeptoren induziert werden.

Die Durchfuhrung von TNFo—ELISAs aus Zellkulturiberstanden Yersinien-
infizierter DC ergab, dass Yersinia enterocolitica-Wildtyp-infizierte DC zwar

geringe Mengen TNFq sezernierten, verglichen mit der Sekretion durch DC, die
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mit YopP-defizienten Y.e. infiziert worden waren, bzw. verglichen mit LPS-be-
handelten DC war die Menge um ein vielfaches geringer. Es ist daher unwahr-
scheinlich, dass autokrin produziertes TNFa in Y.e. Wildtyp-infizierten DC fur
den Zelltod verantwortlich ist. Dieses Ergebnis wurde dadurch bestatigt, dass
TNF-R1-defiziente DC gegenuber Wildtyp-DC nach Infektion mit Y.e. Wildtyp
keine Unterschiede hinsichtlich der Zelltodrate aufwiesen.

Zudem steigerte rekombinantes, murines TNFa die YopP-induzierte Zelltodrate
in infizierten DC nicht, so dass gefolgert werden kann, dass YopP-vermittelter

Zelltod in DC nicht abhangig vom TNF-Rezeptor1 ist.

Im Folgenden wurde die Abhangigkeit des YopP-vermittelten Zelltods in DC
vom CD95/Fas-Rezeptor untersucht. Der CD95/Fas-Rezeptor vermittelt Uber
einen ,death inducing signalling complex® (DISC) die Aktivierung von Caspasen
und damit apoptotischen Zelltod (55,108).

Aus der Literatur ist bekannt, dass durch Infektion mit dem Humanen
Cytomegalie Virus (HCMV) die Expression von CD95/Fas-Ligand deutlich
gesteigert werden kann (85).

Eigene Versuche mit mouse DC zeigten, dass ca. 13% der uninfizierten DC den
CD95/Fas-Rezeptor exprimieren, die Expressionsrate konnte aber nach Y.e.-
Infektion nicht gesteigert werden. Die Inkubation von DC mit stimulierendem
CD95/Fas-Antikorper konnte weder in uninfizierten DC (lediglich zusammen mit
Actinomycin D), noch in YopP-infizierten DC die Zelltodrate erhdhen.

Diese Ergebnisse werden durch eine Reihe von bereits verdffentlichten Studien
gestutzt. So wurde in DC gezeigt, dass die Expression des CD95/Fas-Rezep-
tors wohl abhangig von dem Reifegrad der DC ist. CD95/Fas-abhangige Apop-
tose scheint nur in Phasen friher DC-Differenzierung von Bedeutung zu sein
(94).

Aulerdem sind mouse DC, die aus dem Knochenmark gewonnen wurden, re-
sistent gegenuber Apoptose Uber den CD95/ Fas-Rezeptor (8). Zwar expri-
mieren die DC grolle Menge an Fas-Ligand an ihrer Oberflache, sind aber
relativ unsensitiv gegenuber CD95/Fas-vermitteltem Zelltod. Damit unter-

scheiden sich DC erheblich von anderen Antigen-prasentierenden Zellen.
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Die apoptoseinduzierenden TRAIL-Rezeptoren wurden bislang in der Literatur
Uberwiegend auf Tumorzellen beschrieben. So wurde untersucht, ob Uber die-
sen Rezeptor relativ selektiv in Tumorzellen Apoptose induziert werden kann
(31,115). Ahnlich wie Uber den CD95/Fas-Rezeptor wird auch Uber den TRAIL-
Rezeptor via einen death inducing signalling complex (DISC) caspasen-
abhangig Apoptose induziert (106).

Es wurde gezeigt, dass aktivierte Makrophagen gegenuber TRAIL-vermittelter
Apoptose sensibel sind. So konnten TRAIL-exprimierende Tumorzellen in muri-
nen Makrophagen Apoptose induzieren (107). Weitere Versuche ergaben, dass
Viren (z.B. Influenzavirus) und Zytokine in der Lage sind, in normalen Zellen
das Muster der TRAIL-Rezeptoren so zu verandern, dass Zellen, die gegenuber
TRAIL-vermittelter Apoptose bislang nicht sensibel waren, nach der Infektion
TRAIL-vermittelt starben (54).

Entsprechend sollte in DC untersucht werden, ob TRAIL-Rezeptoren (TRAIL-R)
den YopP-induzierten Zelltod in DC beeinflussen. In einem ersten Schritt sollte
dazu die Expression von TRAIL-R auf DC gemessen werden.
Durchflusszytometrische Analysen ergaben, dass TRAIL-R nur von ca. 6 % der
murinen DC exprimiert wird. Nach Infektion mit Yersinia enterocolitica steigerte
sich die TRAIL-Expression von DC zwar um das Doppelte (ca. 15 % TRAIL-R-
Expression), jedoch lie® sich Uber rekombinantes TRAIL (TRAIL-R-Ligand)
keine Steigerung der YopP-vermittelten Apoptose in DC ausldsen.
Entsprechend der niedrigen TRAIL-R-Expressionsrate von DC waren auch
infizierte DC nicht Uber den TRAIL-R stimulierbar, wahrend 60 % humaner T-
Zell-Lymphomzellen (Jurkat J16) 24 h nach Stimulation mit rekombinantem
TRAIL apoptotisch wurden. Dies kdonnte ein Hinweis darauf sein, dass auf DC
ein sogenannter ,decoy“ TRAIL-R exprimiert wird, ein Rezeptor, welcher keine
intrazellulare Domane besitzt (81).

Da YopP-vermittelter Zelltod nicht von den Todesrezeptoren abzuhangen
scheint, ist beispielsweise denkbar, dass YopP durch Bindung eines bislang
unbekannten intrazellularen Faktors die Aktivierung der Caspasenkaskade ver-

mittelt. Moglich ware eine YopP-vermittelte, Todesrezeptor-unabhangige
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Formation des death inducing signalling complex (DISC), woraufhin Caspasen-

vermittelt Apoptose eingeleitet wird.

Aus der vorliegenden Arbeit Iasst sich also folgern, dass YopP in DC Zelltod
auslost, und zwar 90 bis 120 min nach der Infektion mit Yersinia enterocolitica.
Dabei ist es unwahrscheinlich, dass die nach 90 min einsetzende, verminderte
NF-kB-Aktivierung ursachlich fir den YopP-induzierten Zelltod ist.
Daruberhinaus konnte demonstriert werden, dass die Cysteinproteaseaktivitat
von YopP essentiell fur die Induktion von Zelltod in DC ist.

Anhand der Versuche mit den Todesrezeptoren konnte gezeigt werden, dass
YopP-vermittelter Zelltod in dendritischen Zellen nicht von der Anwesenheit der
Todesrezeptoren TNF-R1, CD95/Fas und TRAIL-R abhangig ist.
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5. Zusammenfassung

Das Bakterium Yersinia enterocolitica verfugt Uber Pathogenitatsfaktoren,
Yersinia outer proteins (Yop), welche von Y. e. in Zielzellen transloziert werden.
Y. e. beeintrachtigt die Immunabwehr des Wirtes insofern, als die translozierten
Yops Signalwege beeinflussen und YopP Zelltod in antigenprasentierenden
Zellen (APC), beispielsweise Makrophagen oder DC, ausldst.

Die vorliegende Arbeit sollte, aufbauend auf bisherigen Erkenntnissen zur
Zelltodinduktion durch YopP in APC, untersuchen, welchen Einfluss die Cys-
teinproteaseaktivitat von YopP auf die Zelltodinduktion in dendritischen Zellen
von Mausen hat. Weiterhin sollte die Bedeutung des Toll-like-Rezeptors 4 und
der Todesrezeptoren TNF-R, CD95/Fas und TRAIL-R bei der Induktion von
YopP-vermitteltem Zelltod in DC geklart werden.

Mithilfe entsprechender Yersinienmutanten konnte geklart werden, dass die
Cysteinproteaseaktivitat von YopP essentiell fur YopP-vermittelten Zelltod in in-
fizierten DC ist. Weiterhin wurde festgestellt, dass YopP zwischen 90 und 120
min nach Infektion Zelltod in DC auslost. In diesem Zusammenhang konnte die
Bedeutung der YopP-vermittelten, verminderten Aktivierung von NF-xB, die
ebenfalls 90 min nach Infektion einsetzt, in DC nicht abschlieRend geklart wer-
den.

Versuche mit DC von TLR2/TLR4-, TLR2- und TLR4-defizienten Mausen
ergaben, dass fur den YopP-vermittelten Zelltod in DC TLR4 bis ca. 4 h nach
Infektion von entscheidender Bedeutung ist. Zu spateren Zeitpunkten hingegen
vermittelt YopP Zelltod in DC unabhangig von TLR4.

Aufgrund der Verzégerung der YopP-abhangigen Caspasenaktivierung in
TLR2/TLR4-defizienten DC, sollte geklart werden, ob Todesrezeptoren (TNF-R,
CD95/Fas und TRAIL-R) an YopP-vermitteltem Zelltod beteiligt sind. Durch-
flusszytometrische Analysen der Expression von CD95/Fas und TRAIL-R und
Infektionsversuche mit DC aus TNF-R1-defizienten Mausen ergaben jedoch,
dass die Todesrezeptoren flr den YopP-vermittelten Zelltod in mouse DC keine
entscheidende Rolle spielen.
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Angesichts dieser Ergebnisse ist es vorstellbar, dass die Cysteinprotease YopP
direkt Caspasen aktiviert und dadurch Zelltod in DC einleitet; ein Prozess, der

LPS-vermittelt Gber den TLR4-Rezeptor-Signalweg beschleunigt wird.
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6. Abkilrzungen

AK Antikorper

APC antigen-presenting cell

APP amyloid precursor proteins

ATP Adenosin-5-Triphosphat

BCA bicinchoninic acid

Bcl-2 B-cell ymphoma/leukemia-2

BSA bovine serum albumine

CAD caspase activated deoxyribonuclease

CAS Crk-associated substrate

CCR chemokine (C-C motif) receptor

CD cluster of differentiation

c-FLIP cellular FLICE-like inhibitory protein

clAP cellular inhibitor of apoptosis

CpG unmethyliertes Cytidin-Guanosin Dinukleotid
DC dendritic cell

DISC death inducing signalling complex

DNA desoxyribo nucleic acid

DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGTA Ethylenglykol-bis (2-aminoethylenether)-N,N-N,N’-Tetraacetat
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

FACS fluorescence activated cell sorting

FADD Fas-ligand associated death domain

FAK Focal adhesion kinase

Fas-L Fas-Ligand

FCCP Carbonyl-Cyanide-4-trifluoro-methoxy-phenylhydrazone
FcR Fc-receptor

FCS fetal calf serum

FITC fluoresceineisothiocyanate
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FLICE Fas-associated death domain-like IL-1 converting enzyme

FLIP FLICE-like inhibitory protein

FL-Kanal Fluoreszenz-Kanal

Fyb fyn-binding protein

GM-CSF granulocyte/macrophage colony-stimulating factor
HEPES 4- (2-Hydroxyethyl)-Piperazin-1-Ethan-Sulfonsaure
IAP inhibitory apoptotic protein

Ig Immunglobulin

IKK IxB-Kinase-Komplex

IxB inhibitor of nuclear factor kappa B

IL Interleukin

Inv Invasin

IRAK IL-1-receptor-associated kinase

JNK c-Jun amino (N) terminal kinase

LBP LPS-bindendes Serumprotein

LPS Lipopolysaccharid

LTA Lipoteichonsaure

Mal T-lymphocyte maturation associated protein
MAP mitogen activated protein

MD-2 Myeloic differentiation factor 2

MHC major histocompatibility complex

MOI multiplicity of infection

MyD88 myeloid differentiation primary response protein 88
M-Zelle microfold-Zelle

NF-«x-B nuclear factor kappa B

NK-Zellen Naturliche Killerzellen

PAK p21 associated kinase

PBS phosphate-buffered saline

PE Phycoerythrin

Pl Propidiumjodid

PMN polymorphkernige neutrophile Granulozyten
pYV plasmid Yersinia virulence
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RIP
Rock
RPMI
TAB
TAK
TGF
TRADD
TRAF
TRIF
TIR
TIRAP
TLR
TMRE
TNF
TNF-R
TRAIL
TRAIL-R
TTSS
uv
VLE

Y.
YadA
Y.e.
Yop
Ysc
Z\VAD-fmk

receptor interacting protein

Rho kinase

Roswell Park Memorial Institute

TAK1 binding protein

TGF-B-activated-kinase

transforming growth factor 3

TNFa receptor associated death domain

TNF receptor-associated factor

TIR domain-containing adapter inducing IFNf
Toll/IL-1 receptor

TIR adaptor molecules

Toll-like-receptor

Tetramethylrhodaminester
Tumor-Nekrose-Faktor
Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor

TNFa related apoptosis-inducing ligand
TNFa related apoptosis-inducing ligand-Rezeptor
type three secretion system

Ultraviolett

very low endotoxine

Yersinia

Yersinia adhesin A

Yersinia enterocolitica

Yersinia outer proteins

Yersinia secretion; type Ill secretion apparatus

z-Val-Ala-Asp-fluoromethylketone
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Einheiten
°C

g
g
h

= -

Grad Celsius
Gramm
Erdbeschleunigung
Stunde

Liter

mikro

milli

Minuten

Mol I''; molar
nano

rounds per minute
Sekunde

units
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