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A Einleitung

A.1 EINFUHRUNG IN DIE VAKZINIERUNG

Die Vakzinierung oder auch Schutzimpfung bezeichnet die aktive oder passive Immuni-
sierung eines Menschen zum Aufbau eines Immunschutzes gegen einen bestimmten
Krankheitserreger. Bei der aktiven Immunisierung bildet das adaptive Immunsystem
des Korpers ein langlebiges immunologisches Gedachtnis, das vor Reinfektion bzw. vor

dem Ausbruch der Krankheit schiitzt.

Der Einsatz von Impfstoffen ist die effektivste und kostengiinstigste Praventionsmafs-
nahme der modernen Medizin (147). Ihr Einsatz fiihrte, neben dem Einsatz von Antibio-
tika und der Verbesserung der Hygiene, zum Riickgang zahlreicher Infektionskrankhei-
ten. Durch ein weltweites Impfprogramm (,Expanded Program on Immunization“) hat
die WHO die Immunisierungsrate gegen Diphtherie, Tetanus, Pertussis, Masern, Polio-
myelitis und Tuberkulose bei Kindern seit 1974 von 5 % auf 80 % gesteigert, mit dem
Ziel der weltweiten Bekdmpfung und Eliminierung der verschiedenen Krankheitserre-
ger (101). Die Pocken konnten 1979 weltweit als ausgerottet erklart werden. Weitere
Ziele sind die Eliminierung der Poliomyelitis — die 2001 das letztemal in Europa doku-
mentiert wurde - sowie der Riickgang von Infektionen durch Masern, Hepatitis und

Gelbfieber (12;81;100;101).

Trotz dieser Erfolge sind Infektionskrankheiten immer noch die haufigste Todesursache
weltweit. Fiir Infektionen, wie HIV und Malaria, stehen keine Impfstoffe zur Verfiigung.
Heute lizenzierte Impfstoffe richten sich gegen akute Infektionen und basieren auf ei-
nem antikoérpervermittelten Schutz. Fiir intrazellulare Mikroorganismen und chronische
Infektionen, sowie fiir Tumorimmunisierungen miissen Impfstoffe entwickelt werden,

die neben dieser humoralen eine zellvermittelte Immunitat bilden (100,;148;156).

Es gibt verschiedene Arten neuartiger Impfstoffe, die eine zellulare Immunantwort aus-
l6sen konnen. Dazu gehdren attenuierte Lebendimpfstoffe, Lebendvektoren, DNA-
Vakzine, heterologe Prime-Boost-Vakzine und Peptidvakzine (2;59;,137). Des Weiteren
gibt es Vakzine, die auf dem Einsatz von Dendritischen Zellen (,dendritic cell”, DCs) ba-
sieren (59). All diese Vakzine sind in der Lage, eine zelluldre schutzvermittelnde

T-Zellantwort auszulosen.
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A.2  YERSINIA ENTEROCOLITICA AYOPP ALS LEBENDTRAGERIMPFSTOFF

Eine vielversprechende neuartige Vakzinierungsstrategie ist der Einsatz oraler Lebend-
tragerimpfstoffe. Es handelt sich um rekombinante pathogene Bakterienstamme, die
attenuiert sind und die genetische Information heterologer immunodominanter Antige-
ne tragen (117;145). Die Attenuierung der Bakterienstimme erfolgt durch definierte
Mutationen und hat eine eingeschrankte Fahigkeit zur Replikation zur Folge. Die Bakte-
rien sind dadurch zu einer begrenzten Infektion fahig, die eine zellulare Immunantwort
auslost (54). Die Immunantwort richtet sich dabei nicht nur gegen den Impfstamm
selbst, sondern auch gegen das fremde Antigen. Immunisierungen mit oralen Lebend-
tragerimpfstimmen vermitteln Schutz vor Pathogenen, deren immunodominante Prote-

ine von dem Impfstamm synthetisiert werden (54,137).

Neben der verbesserten Immunantwort sprechen aber auch andere Aspekte fiir den
Einsatz oraler Lebendtragerimpfstoffe. Die Akzeptanz gegeniiber Impfungen wird durch
Vakzine mit nadelfreier Anwendung erhoht, was vor allem in Entwicklungslandern
wichtig ist, um Impfprogramme effektiv durchfithren zu kénnen (111). Weitere wirt-
schaftliche Aspekte sind die kostengiinstige Herstellung und der kostengiinstige Trans-

port (54).

Verschiedene genetisch modifizierte Bakterienstamme sind in der Literatur als Lebend-
tragerimpfstoffe beschrieben worden. Dazu gehoren attenuierte Stimme von Salmonella
typhimurium  (145;152), Mycobacterium tuberculosis (BCG) (8;53), Listeria
monocytogenes (64), sowie Yersinia pseudotuberculosis und Yersinia enterocolitica

(143;146).

A.2.1 KLINISCHES BILD DER YERSINIOSE

Y. enterocolitica ist einer von drei humanpathogenen Vertretern der Gattung Yersinia,
die zu den gramnegativen stabchenférmigen Enterobacteriaceae gehort. Neben dem Er-
reger der Pest - Y. pestis - sind die beiden anderen enteropathogenen Arten
Y. enterocolitica und Y. pseudotuberculosis Ausloser lebensmittelbedingter gastrointesti-
naler Infektionen (84). Essentiell fiir die Virulenz der drei humanpathogenen Arten, ist

das Vorhandensein eines 70 kb grofden Yersinia Virulenzplasmids (pYV), welches fiir ein
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Typ III Sekretionssystem (T3SS) und dessen Effektorproteine (,Yersinia outer proteins®,

Yops) kodiert (48).

Y. enterocolitica ist - mit etwa 6000 Infektionen pro Jahr - einer der haufigsten
Enteritiserreger in Deutschland (73). Bei einer Infektion durch kontaminierte Lebens-
mittel oder durch Kontakt mit infizierten Tieren, kommt es zu einer Enteritis oder Ente-
rokolitis mit wassrigem Durchfall, Erbrechen und Fieber. In seltenen Fillen kommt es zu
einer mesenterialen Lymphadenitis, Sepsis oder als immunpathologische Spatfolge zu
einer reaktiven Arthritis (127). In der Regel verlauft eine Yersiniose selbstlimitierend,
kann aber bei Komplikationen mit Tetrazyklinen und Gyrasehemmern behandelt wer-

den.

A.2.2 PATHOGENESE UND VIRULENZ VON Y. ENTEROCOLITICA

A.2.2.1 Adhdrenz und Invasion

Y. enterocolitica gelangt nach oraler Aufnahme in den Darm und bindet im terminalen
[leum an die in der Mukosa der Peyerschen Plaques gelegenen M-Zellen (s. Abbildung
A 1A). Diese Interaktion erfolgt durch das membrangebundene Invasin, das an den
B1-Integrinrezeptor der M-Zellen bindet und so die Internalisierung vermittelt
(4,79;90). Auch das Yersinia-Adhasin YadA kann die Bindung von Y. enterocolitica an
verschiedene extrazellulare Matrixproteine, wie Kollagen, Fibronektin und Laminin
vermitteln, und dadurch zur Internalisierung von Yersinia fithren (57;79). Uber die
M-Zellen dringt Y. enterocolitica in das lymphatische Gewebe der Peyerschen Plaques
ein, bildet extrazelluldare Mikroabszesse und ist dort in der Lage zu replizieren (68;71).
Von den Peyerschen Plaques gelangen die Bakterien bei einem septischen Verlauf in die

Lymphknoten, die Milz und die Leber (11,;38).

A.2.2.2 Das T3SS und seine Effektorproteine

Das T3SS mit seinen Yops ist fiir das extrazellulire Uberleben von Y. enterocolitica im

lymphatischen Gewebe essentiell.

T3SSs sind komplexe, aus liber 20 Proteinen aufgebaute Transportsysteme pathogener
gramnegativer Bakterien, die die Translokation von Effektorproteinen in das Zytosol
eukaryontischer Zellen ermoéglichen. Die translozierten Proteine sind Virulenzfaktoren,

die eine Kolonisation des Wirtsorganismus erméglichen (61,65;84).



A Einleitung

Das T3SS von Y. enterocolitica, das Yop-Sekretionskomplex (,Yop Secretion complex”,
Ysc) oder auch Injektisom genannt wird, besteht aus einem Basalkorper, welcher die
innere und dufiere Bakterienmembran durchspannt, und einer ,molekularen Nadel“
(YscF), die an der Bakterienoberflache herausragt (s. Abbildung A 1 B). Die Bildung einer
Translokationspore in der Wirtsmembran wird durch YopB und YopD, sowie LcrV ver-

mittelt (48;61).

Sechs Yop Effektormolekiile (YopH, YopO, YopP, YopE, YopM, YopT) werden iliber das
T3SS in eukaryontische Zielzellen transloziert, wodurch sie die wirtseigene Immunant-
wort modulieren kénnen, und somit das Uberleben der Bakterien ermoglichen (49):
Durch die Injektion von YopE, YopH, YopP und YopT ist Y. enterocolitica in der Lage, der
Phagozytose durch Makrophagen und DCs zu entgehen (3;4). Fiir das Effektorprotein
YopP wurde gezeigt, dass es Apoptose in Makrophagen und DCs induziert (10;58;121-
123). Des Weiteren wird durch YopP, YopH und YopE die proinflammatorische Immun-
antwort unterdriickt (IL-2, IL-8, TNFa), und somit das Eindringen von Monozyten und

Neutrophilen verhindert (30;48;167).

Die Yops sind fiir die Virulenz von Y. enterocolitica essentiell. Yop-Deletionsmutanten
zeigen eine verminderte Virulenz im Mausmodell. Fiir Y. enterocolitica Serovar 0:8 (Bio-
typ IB) Yop-Deletionsmutanten wurde im oralen C57BL6-Mausinfektionsmodell gezeigt,
dass sie verschieden stark attenuiert sind, und in drei Gruppen eingeteilt werden kon-
nen (164). AyopH-, AyopM- und AyopQ-Mutantenstaimme sind die am stdrksten
attenuierten Stamme und sind nicht in der Lage eine systemische Infektion hervorzuru-
fen (164). AyopP- und AyopE-Mutanten dagegen sind schwach attenuiert, konnen die
Milz und die Leber kolonisieren, werden aber aus dem Korper eliminiert und die Mause
erholen sich von einer Infektion. Die AyopO- und AyopT-Deletionsmutanten zeigen keine

Attenuierung im Mausmodell (164).

Dieses Phanomen machte man sich bei der Entwicklung eines Yersinia-basierten Impf-
stammes zu nutze. Fiir die schwach attenuierte Y. enterocolitica Serovar 0:8 (Biotyp IB)
AyopP-Mutante wurde gezeigt, dass sie im Gegensatz zu anderen Yop-
Deletionsmutanten (AyopH, AyopE, AyopM und AyopQ, sowie Ayop Doppelmutanten)
eine starke zellulare, d.h. CD8 T-Zell-vermittelte Immunantwort im Mausmodell hervor-

ruft, und somit als Lebendtragerimpfstamm eingesetzt werden kann (110,;163).
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Abbildung A 1: Pathogenititsfaktoren
von Yersinia enterocolitica

(A) Infektionsverlauf:

Y. enterocolitica gelangt nach oraler Auf-
nahme in das terminale Ileum. Dort kommt
es durch Interaktionen von YadA und
Invasin mit den M-Zellen zur Internalisie-
rung der Bakterien, wodurch sie ins lym-
phatische Gewebe der Peyerschen Plaques
gelangen. Durch die Translokation der Yops,
ist Y. enterocolitica in der Lage im extrazel-
luldren Gewebe zu persistieren. Dazu wird
zum einen die Phagozytose und die
proinflammatorische Immunantwort inhi-
biert und zum anderen wird die Apoptose
in Makrophagen und DCs induziert.

(B) Ysc Injektisom:

Das T3SS von Y. enterocolitica durchspannt
als Basalkorper die Zytoplasmamembran
(ZM), den periplasmatischen Raum (PR) mit
der Petidoglykanschicht (PG) und die dufie-
re Membran (AM). Der Ring durch die AM
wird von dem Sekretin YscC und dem
Lipoprotein YscW gebildet. Die Komponen-
ten die in Kontakt mit der ZM sind, sind das
Lipoprotein Ysc], sowie YscV, YscU, YscR,
YscS und die ATPase YscN. Der Nadelkom-
plex, der hauptsichlich aus YscF besteht,
bildet an seiner Spitze durch LcrV und
YopB/D eine Pore in der Plasmamembran
(PM) der Wirtszelle, durch die die Yop
Effektorproteine transloziert werden.
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A.2.3 DAS TypP Il SEKRETIONSSYSTEM UND SEINE VERWENDUNG IN DER IMPFSTOFF-

ENTWICKLUNG

Bei dem Impfstamm Y. enterocolitica Serovar 0:8 (Biotyp IB) AyopP wird das T3SS als
Antigen-Mikroinjektionssystem genutzt, um eine zellulire Immunantwort auszulésen
(s. Abbildung A 2) (163;165). Das Prinzip T3SS-abhangiger Impfstimme beruht darauf,
dass das T3SS in der Lage ist auch immunodominante heterologe Antigene in
eukaryontische Zellen, insbesondere DCs, zu transportieren. Auf diese Weise werden die
heterologen Antigene tiber den Antigenprasentationsweg des
Haupthistokompabilitidtskomplexes Klasse I (,major histocompability complex”, MHC)
CD8* T-Zellen prasentiert und eine zytotoxische T-Zellantwort induziert (s. A.4.2)
(82;89;145,;146). Die Translokation der fremden Antigene wird durch bestimmte Typ III-
Effektorproteine mit definierter Sekretions- und Translokationsdoméne, sogenannten

Transportproteinen (,carrier proteins“), vermittelt (142).

Rissmann et al. zeigten erstmals, dass das T3SS des attenuierten S. typhimurium Stam-
mes SB824 als Antigen-Mikroinjektionssystem genutzt werden kann (144). Ein Fusions-
protein, das aus dem Transportprotein SptP (Salmonella Protein-Tyrosin-Phosphatase)
und dem immunodominanten CD8* Epitop (LCMVNP11s.126) des LCMV Nukleoproteins
(Lymphozytdres Choriomeningitisvirus, LCMV) besteht, wird in antigenprasentierende
Zellen (,antigen presenting cells, APC) transloziert, und liber den MHC [-Weg prasen-
tiert. Mduse, die mit dem S. typhimurium Impfstamm, der LCMVNP11s-126 transloziert,
immunisiert wurden, waren gegen eine Infektion mit LCMV geschiitzt (145). Da SptP
aber nur die Translokation von kurzen Proteinfragmenten bis zu einer Liange von 45-55
Aminosduren (AS) vermittelt, wurde ein Transportprotein gesucht, das die Translokati-

on grofderer Proteinfragmente ermdglicht.

Die Komponenten der T3SS sind aufgrund von horizontalem Gentransfer innerhalb der
gramnegativen Bakterien funktionell stark konserviert (84). Daher koénnen
Effektorproteine anderer Spezies als Transportproteine in einem Impfstamm genutzt
werden. YopE von Y. enterocolitica ist hierfiir ein Beispiel (146). Das 25 kDa grofde Pro-
tein ist ein GTPase aktivierendes Typ IlI-Effektorprotein, das das Aktinzytoskelett
eukaryontischer Zellen zerstort und somit die Phagozytose durch Makrophagen und DCs

inhibiert (27;132;139;140). Die 11-15 AS lange Sekretions- sowie die 50 AS lange
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Translokationsdomédne, die den Typ Ill-abhdngigen Transport von YopE in
eukaryontische Zellen vermittelt, liegen am aminoterminalen Ende des Proteins. Fusio-
niert man AS 1- 138 von YopE an > 300 AS-lange immunodominante Fragmente des
Listerolysins O (LLO) oder der Mureinhydrolase p60 von Listeria monocytogenes, wird
das Fusionsprotein in Anwesenheit des Chaperons SycE in das Zytosol von APCs translo-
ziert und die antigenen Peptide werden auf dem MHCI-Weg prozessiert (146).
S. typhimurium SB824 Impfstimme, die das Fusionsprotein YopE/LLO oder YopE/p60
translozieren, vermitteln protektiven Schutz gegeniiber einer Listerieninfektion im

Mausmodell (144).

Der Nachteil von S. typhimurium SB824 als Impfstamm ist sein Pathogenitatsprinzip, das
es dem Immunsystem nicht moglich macht, den Erreger mittels Antikérpern und Kom-
plement zu eliminieren, oder liber den endozytotischen Weg zu prozessieren (104).
S. typhimurium persistiert und repliziert intrazellular in einem membranumbhiillten
Kompartiment, das auch Makropinosom oder SCV (,Salmonella containing vacuole“) ge-
nannt wird (1). Das Uberleben in der SCV wird durch Effektorproteine vermittelt, die
durch ein auf der Pathogenitatsinsel 2 (,Salmonella pathogenicity island“, SP1) gelegenes
T3SS in das Zytosol der Wirtszelle transloziert werden. Die Translokation heterologer

Antigene durch den Salmonella-Impfstamm erfolgt dabei ebenfalls SPI 2-abhangig.

Wie in Kapitel A.2.2 beschrieben wurde, hat Y. enterocolitica eine extrazellulare Lebens-
weise. Von diesem extrazellulairem Standort aus ist es dem Impfstamm
Y. enterocolitica AyopP moglich, das Fusionsprotein YopE/LLO T3SS-abhadngig in DCs zu
translozieren, und somit eine starke CD8* T-Zellantwort gegen das heterologe Antigen
LLO zu induzieren (s. Abbildung A 2). Diese zytotoxische T-Zellantwort vermittelt Schutz
vor einer Listerieninfektion (163;164). Verabreicht man Mdusen eine orale Dosis von
108 KBE (Kolonie-bildende Einheiten) Y. enterocolitica AyopP konnen die Bakterien bis
an Tag12 der Infektion aus Milz und Leber eliminiert werden (163;164).
Y. enterocolitica AyopP ist somit ein vielversprechender Kandidat fiir die Entwicklung

eines oralen Lebendtragerimpfstoffes.
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Abbildung A 2: Translokation heterologer
Antigene durch das T3SS von
Y. enterocolitica AyopP und MHCI
Prozessierung (142)

(1) Der Yersinia-Impfstamm transloziert
T3SS-abhangig das CD8 immunodominante
Fusionsprotein YopE/LLO in DCs. (2) Das
Fusionsprotein wird proteolytisch gespalten
und im Endoplasmatischen Retikulum (ER)
auf MHCI Molekiile geladen. (3) Das mit
Antigen beladene MHC Klasse I Molekiil wird
liber den Golgi Apparat an die Zelloberflache
transportiert, (4) und dort naiven CD8*
T-Zellen prasentiert.

Fusionsprotein
MHC Klasse [ Molekiil

o Heterologes Antigen mit
CD8+ Epitop
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A.3  DAS MODELLSYSTEM LISTERIA MONOCYTOGENES

L. monocytogenes ist einer der Standardorganismen der Immunologie, und wurde so-
wohl zur Charakterisierung der angeborenen wie auch zur Charakterisierung der zyto-

toxischen T-Zellantwort im Mausmodell verwendet (50,129).

L. monocytogenes ist ein grampositives, stabchenférmiges Bakterium, dass Ausldser
zahlreicher lebensmittelbedingter Infektionen und vor allem fiir Immunsuppremierte,
Schwangere und Neugeborene gefahrlich ist (50). Das klinische Bild der Listeriose reicht
von einer Sepsis bis zur Meningitis und Meningoenzephalitis. Bei Schwangeren kommt

es zur Chorioamnionitis und zur Infektion des Fetus, die zum Abort fiihren kann (129).

Nach oraler Aufnahme gelangt L. monocytogenes in den Gastrointestinaltrakt und bindet
liber Internalin A an E-Cadherin (,epithelial cadherin“) der Epithelzellen (60). Auf diese
Weise konnen die Bakterien die Epithelschicht durchwandern, und tiber den Blutkreis-
lauf in andere Organe, wie die Milz und die Leber gelangen. L. monocytogenes ist in der
Lage, in phagozytierende und nicht-phagozytierende Zellen einzudringen und intrazellu-
lar zu replizieren. Die Fahigkeit der Bakterien in Enterozyten, Hepatozyten,
Fibroblasten, Epithel- und Endothelzellen einzudringen, macht es Listeria moglich, die

Blut-Hirn-Schranke, sowie die Plazenta zu iiberwinden (69).

Nach aktiver oder passiver Internalisierung von L. monocytogenes, wird die Membran
des Phagosoms durch die Sekretion des Zytotoxins LLO zerstort, wodurch
L. monocytogenes ins Zytosol gelangt und dort zur Replikation fahig ist (129). Das Be-
sondere von L. monocytogenes ist seine Mobilitat. Durch ActA (,actin-assembly-inducing
protein“) ist es in der Lage, Aktin zu polymerisieren und sich durch diese polar lokali-

sierten Aktinpolymere im Zytosol zu bewegen und in Nachbarzellen zu gelangen (102).

Zur Bekdmpfung einer systemischen Listerieninfektion wird zuerst das angeborene Im-
munsystem aktiviert. Diese frithe unspezifische inflammatorische Immunantwort ist fiir
das Uberleben des Wirtes essentiell (166). Hier spielen Neutrophile und Natiirliche Kil-
lerzellen (NK), sowie der positive Einfluss von IL-1, IL-6, IFNy und TNFaq, eine entschei-
dende Rolle (129). Fiir die vollstandige Beseitigung des Bakteriums ist jedoch eine spate
spezifische CD8 T-Zellantwort notig.

Die klassische MHC Klasse I-abhangige CD8 T-Zellantwort wird durch ins Zytosol sekre-

tierte Proteine ausgeldst. Das porenbildende Zytotoxin LLO und die Mureinhydrolase
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p60, die an der Zellteilung beteiligt ist, konnten als immunodominante Antigene identifi-
ziert werden (129). In BALB/c Mausen konnten die H-2Kd4 MHC Klasse I-abhdngigen
Epitope LLO91-99 und p60217225 identifiziert werden (130). Die durch diese
immunodominanten Epitope ausgeldste CD8 T-Zellantwort wurde detailliert charakteri-
siert. Es konnte gezeigt werden, dass LLOgi.99 spezifische CD8 T-Zellen alleine

protektiven Schutz vermitteln (75).

Das Wissen tiber die CD8 T-Zellantwort macht diese Peptide zu hilfreichen Werkzeugen
bei der Charakterisierung der zelluliren Immunantwort nach Immunisierungen mit

neuartigen Lebendtragerimpfstoffen.
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A4 DIE ZELLULARE IMMUNANTWORT

Bei der Entwicklung neuartiger Impfstoffe ist die Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen
(,Cytotoxic T cell“, CTL), die gegen intrazellulare Bakterien wirksam sind und die Bildung
eines T-Zellgedachtnisses das wichtigste Ziel. Dazu muss der Impfstoff verschiedene
Komponenten des angeborenen und adaptiven Immunsystems induzieren, um eine ef-

fektive T-Zellantwort auslésen zu kénnen (100).

A.4.1 KOMPONENTEN DES ADAPTIVEN IMMUNSYSTEMS

Bei der adaptiven Immunantwort wird zwischen humoraler und zellvermittelter Immu-
nitat unterschieden. Die humorale Immunantwort bezeichnet die antikoérpervermittelte
Immunitat. Die aus Immunglobulinen aufgebauten Antikérper binden an exponierte
Epitope intakter Molekiile und vermitteln die Abwehr von extrazellularen Erregern und
Toxinen. Kurz- und langlebige antikérpersezernierende Plasmazellen (,long-lived plas-
ma cells“, LLPCs), sowie Gedachtnis B-Zellen (,Memory B-cells“, MBCs), sind fiir die Pro-
duktion von Antikoérpern und die Bildung eines immunologische Gedachtnisses verant-

wortlich (99).

Die zellvermittelte Immunantwort und die Abwehr intrazellularer Erreger wird von
T-Zellen vermittelt. Bei ihrer Entwicklung im Thymus differenzieren T-Lymphozyten zu
CD8* und CD4+* T-Zellen. CD8* T-Lymphozyten, oder auch CTLs genannt, erkennen und
inhibieren infizierte Zellen und Tumorzellen und zerstoren diese. CD4+ T-Lymphozyten,
oder auch T-Helferzellen (Tu) genannt, sind durch die Produktion verschiedener
Zytokine an der Aktivierung der zelluldren (Tu 1) sowie der humoralen (Tx 2) Immun-
antwort beteiligt (136). Eine weitere Klasse der T-Zellen sind regulatorische T-Zellen
(,Regulatory T cell”, Treg), welche CD8 oder CD4 exprimieren kénnen (93). Tregs sind
fiir die Regulation des adaptiven Immunsystems zustandig und sind in der Lage, die
T-Zellproliferation zu unterdriicken (161). Zusatzlich wurde eine wichtige Rolle bei der

Generierung des immunologischen Gedachtnisses beschrieben (20;94).

Charakteristisch fiir das adaptive Immunsystem sind seine antigenspezifischen Rezepto-
ren, die sogenannten B-Zellrezeptoren (,B cell receptors”, BCR) und T-Zellrezeptoren

(, T cell receptors”, TCR). Jeder Lymphozyt verfiigt liber einen einmaligen antigenspezifi-
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schen Rezeptor, der korperfremde Strukturen erkennt und daraufthin die Zelle aktiviert.
Dieses grofde Repertoire antigenspezifischer Rezeptoren wird durch rekombinatorische
Umlagerung spezieller Gensegmente erreicht. Wird ein Antigen erkannt, kommt es zur
klonalen Expansion, Eliminierung des pathogenen Organismus, und in Folge zur Bildung

eines langjahrigen immunologischen Gedachtnisses dieser antigenspezifischen Zellen

47).

Die Induktion des immunologischen Gedachtnisses ist das wichtigste Ziel einer Vakzi-
nierung. Per Definition ist das immunologische Gedachtnis eine Immunantwort, die auch
noch in Abwesenheit des Antigens andauert, und bei sekundiarem Antigenkontakt eine
schnellere und stirkere Immunantwort auslost. Grundlegend setzt es sich aus antigen-
spezifischen LLPCs und MBCs, sowie CD4 und CD8 Gedachtniszellen zusammen (100).
Charakteristisch ist, dass LLPCs auch nach Abklingen der Infektion weiterhin fiir Jahre
neutralisierende Antikorper bilden. Diese Antikérper zirkulieren im Koérper und sind fiir
einen frithen Schutz nach Reinfektion verantwortlich (99). T-Gedachtniszellen erlangen,
im Gegensatz zu den LLPCs, nur in Anwesenheit eines Antigens Effektorfunktionen. Die-
ses Antigen dient sozusagen als Schalter eines ,An-Aus“~Mechanismus (,,on-off lifestyle)

(99).

A.4.2 DAS ANGEBORENE IMMUNSYSTEM UND ANTIGENPRASENTATION DURCH DCS

Das angeborene Immunsystem, bestehend aus Komplement- und Interferonsystem, Na-
tirlichen Killerzellen und den phagozytierenden Zellen, wie den DCs, Makrophagen und
polymorphkernigen Leukozyten, ist neben der ersten direkten Abwehr von Pathogenen,
fir die Aktivierung der adaptiven Immunantwort verantwortlich (105). Die T-Zell-
vermittelte Immunantwort beginnt mit der Erkennung ,denaturierter, ungefalteter, se-
quentieller Abschnitte von Proteinen (63). Antigenspezifische-TCRs erkennen diese
Peptide nur an der Peptid-Bindungsstelle von Oberflaichenproteinen des
Haupthistokompabilitdtskomplexes (,major histocompability complex“, MHC). Diese Pra-
sentation von Antigenen durch MHC-Molekiile erfolgt durch Antigenprasentierende Zel-
len (,antigen presenting cells“, APC), insbesondere durch DCs des angeborenen Immun-

systems.

13
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Entsprechend ihrer Bedeutung im Immunsystem wird zwischen verschiedenen DC-
Subpopulationen, die unterschiedliche Aufgaben tibernehmen, unterschieden (59;158).
Konventionelle DCs (,,conventional DC“, cDC) beinhalten Langerhans-Zellen und intersti-
tielle DCs, die im Epithel bzw. peripheren Gewebe patroulieren (39); Plasmacytoide DCs
(pDC) produzieren nach Antigenkontakt Typ I-Interferone und sind starke Induktoren
der zytotoxischen Immunantwort (116); IFNy-produzierende Killer-DCs (IKDC) sind in

der Lage, Apoptose von Zellen zu induzieren (153).

Bei der Antigenprasentation unterscheidet man zwischen der Prozessierung endogener
und exogener Antigene. MHC Klasse [-Molekiile prasentieren Antigene endogener Prote-
ine, wie intrazellulire Bakterien oder Viren (92). Die Antigenprasentation erfolgt in
mehreren Schritten: Intrazelluldre antigene Peptide werden erkannt, mit Ubiquitin zum
Abbau markiert und durch das Proteasom in Peptide gespalten. Danach werden die Pep-
tide liber den mit Antigenprozessierung-assoziierten-Transporterkomplex (, Transporter
associated with antigen processing“, TAP Komplex) ins endoplasmatische Retikulum (ER)
transportiert, wo sie an MHC I-Molekiile gebunden werden. Dieser MHC I/Peptid-
Komplex wird tiber den Golgi-Apparat an die Zelloberflache transportiert. Hier treffen
sie auf spezifische CD8* T-Zellen (168). Ein wesentliches Merkmal von MHC I-Molekiilen
ist, dass sie nicht nur auf APCs, sondern auf allen Zelltypen vorkommen, um antigene

Peptide von infizierten Zellen CTLs zum Abbau zu prasentieren.

MHC Klasse II-Molekiile kommen nur auf APCs vor und prasentieren Peptide, die im ext-
razellulirem Milieu durch Phagozytose aufgenommen wurden (exogene Antigene) (33).
MHC II-Molekiile werden im ER synthetisiert und im Endolysosom mit Antigen beladen.
Das Endolysosom entsteht aus der Fusion von Phagosom, durch das Antigene aufge-
nommen werden, und dem Lysosom, in dem sich die MHC II-Molekiile befinden. Nach-
dem die MHC II-Molekiile beladen wurden, werden sie zur Oberflache transportiert und

prasentieren die Antigene CD4 T-Zellen (168).

Neben dem klassischen endogenen und exogenen Weg der Antigenprasentation, gibt es
zwei weitere Moglichkeiten Antigene auf MHC-Molekiile zu laden. Kiirzlich wurde die
sogenannte Autophagozytose (,Autophagy”) beschrieben, die normalerweise eine Rolle
bei der Homeostase der Zelle spielt. Durch Autophagozytose werden endogene Antigene,
wie z.B. sich im Zytosol oder Phagosom befindende Viren, Bakterien oder Parasiten, auf

dem  MHCII-Weg  prasentiert (168;175);(151). Eine  weitere Art der
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Antigenprozessierung ist die Kreuzprasentation (,Cross-presentation“) (22;23). Antigene
Peptide von intrazellularen Pathogenen, die DCs nicht direkt infizieren, werden von DCs

aus dem extrazelluldrem Bereich aufgenommen und auf MHC I-Molekiile geladen.

Das angeborene Immunsystem nimmt aufierdem durch die Aktivierung von extra- oder
intrazellulare Mustererkennungsrezeptoren (,pattern recognition receptors”, PRRs), wie
den Toll-like Rezeptoren (TLRs) und den Nod-like Rezeptoren (NLRs) Einfluss auf die
T-Zellantwort. PRRs binden mikrobielle Komponenten, sogenannte pathogenassoziierte
molekulare Muster (,pathogen-associated molecular patterns®, PAMPs). Das sind konser-
vierte Bereiche, die wunverdndert in Mikroorganismen vorkommen, wie
Lipopolysaccharide, die von TLR4 (134;157) erkannt werden, Flagellin (TLR5) (76), ge-
ring methylierte GC-reiche DNA (TLR9) (80;103) oder Muramyldipeptide (NOD1) (40).
Durch die Aktivierung verschiedener PRRs werden unterschiedliche Signalwege ausge-
16st. DCs exprimieren daraufhin unterschiedliche co-stimulatorische Molekiile und sek-
retieren unterschiedliche Zytokine, die die Art der adaptiven Immunantwort beeinflus-
sen (6,100). Es wurde gezeigt, dass Antigene, die mit TLR4 einen Komplex bilden und
liber DCs prasentiert werden, T-Zellen besser aktivieren konnen, als das Antigen allein

(28:29).

Ein Impfstoff muss die PRRs des angeborenen Immunsystems aktivieren, um eine effek-
tive adaptive Immunantwort auszulosen. Durch den Einsatz von Adjuvanzien kénnen
PRRs gezielt aktiviert werden und so die Immunantwort in eine bestimmte Richtung
gelenkt werden (136). Der Einsatz von Lebendtragerimpfstoffen stimuliert verschiedene
Arme des Immunsystems gleichzeitig, und induziert somit effektiv eine zelluldre Im-

munantwort (100).
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A.4.3 PHASEN DER CD8" T-ZELLANTWORT

Die primare CD8 T-Zellantwort wird bei einer akuten Infektion in vier Phasen unterteilt
(s. Abbildung A 3 A): (i) die Aktivierung, (ii) die Expansion, (iii) die Kontraktionsphase
und (iv) die Gedachtnisphase (74;98). Verschiedene Faktoren beeinflussen dabei die
Entwicklung der CD8 T-Zellsubpopulationen, insbesondere der Gedachtniszellen, und

miissen somit bei der Entwicklung von Impfstoffen berticksichtigt werden (120;172).

Die Aktivierung von CD8 T-Zellen erfolgt in den sekunddren lymphatischen Organen,
wie den Lymphknoten und der Milz, durch Kontakt mit DCs (74). DCs nehmen korper-
fremde Antigene im Gewebe in Folge eines Infektes oder einer Vakzinierung auf, reifen
zu einer APC heran, exprimieren co-stimulatorische Molekiile, produzieren Zytokine und
wandern zu sekundaren lymphatischen Organen, wo sie den MHC [:Ag-Komplex den
spezifischen TCRs der T-Zellen prasentieren (74). Der TCR ist aus einer a- und einer
B-Kette, die als Heterodimer antigene Strukturen erkennen kann, und dem CD8-
Corezeptor aufgebaut. Zusatzlich ist eine CD3 Kette assoziiert, die intrazellulare Signal-

kaskaden auslost (s. Abbildung A 3 B) (7).

Der Kontakt zwischen TCR und MHC [:Ag-Komplex ist ein entscheidender Schritt in der
T-Zellaktivierung. Dabei konnen stabile und kurzlebige Kontakte entstehen, die unter-
schiedliche T-Zellsubpopulationen zur Folge haben (31). Der Bereich dieses Zellkontakts
zwischen DC und T-Zelle wird immunologische Synapse genannt (s. Abbildung A 3 B)
(125;131). An dieser Verbindungsstelle kommt es neben dem Kontakt von TCR und
MHC [:Ag-Komplex zu Interaktionen zwischen den co-stimulatorischen Molekiilen
CD28-CD80 und CTLA4-CD80 (,Cytotoxic T lymphocyte antigen 4“, CTLA-4), die die Art
der Bindung und die Starke des TCR-Signals beeinflussen (55,;56,85).

Im Ganzen sind es drei Signale wahrend der Aktivierung die Einfluss auf die
T-Zellentwicklung haben (s. Abbildung A 3 C): Antigen (Signal 1), Co-Stimulation (Sig-
nal 2) und pro-inflammatorische Zytokine (IL-12, [FNy) (Signal 3) (74;133). Diese Signa-
le beeinflussen die Expansion, die Effektorfunktionen, die Kontraktionsphase, sowie die

Entwicklung von langlebigen Gedachtniszellen (172).

Der Aktivierung folgt eine proliferative klonale Expansion und Differenzierung zu CD8
Effektorzellen, den CTLs, die in das periphere Gewebe wandern, und dort die Infektion

bekdmpfen und infizierte Zellen zerstéren (98). Die T-Effektorzellen

16



A Einleitung

(,Effector T cells”, Trc) stellen wahrend der Expansion die dominante Subpopulation dar,
die zytotoxische Funktionen vermittelt. Aus einer Zelle konnen innerhalb von 5-8 Tagen
bis zu 10.000 Tochterzellen entstehen (74). Fiir die Infektion mit LCMV wurde gezeigt,
dass sich CD8 T-Zellen um das 3.000-fache vermehren, und dabei mit einer Rate von 6-

10 h pro Teilung durch 15 Zellteilungen gehen (124).

In der Kontraktionsphase geht die Anzahl der pathogenspezifischen CD8 T-Zellen unab-
hangig von der Eliminierung des pathogenen Organismus um 90 - 95 % zurtick. (15).
Die verbleibenden antigenspezifischen CD8 T-Zellen sind Gedachtniszellen. In Labor-

mausen konnten sie ein Leben lang nachgewiesen werden (83).

A.4.4 EINFLUSSE VON CD4 Ty-ZELLEN AUF DIE CD8 T-ZELLENTWICKLUNG

Neben den bereits beschriebenen Signalen (1) Antigen, (2) Co-stimulatorische Molekiile
und (3) proinflammatorisches Milieu beeinflussen CD4 T-Helferzellen die CD8
T-Zellentwicklung. Die Mechanismen, die dabei eine Rolle spielen, sind jedoch noch

weitgehend ungeklart (172).

CD4 Ty-Zellen stimulieren tiber CD40-CD40L (CD154)-Interaktionen DCs und verstar-
ken auf diese Weise die MHC-Expression (21;24;74). Durch die fehlende Hilfe von CD4
Tu-Zellen werden funktionell inaktive Gedachtniszellpopulationen generiert (160;173).
Die primare Expansion und Entwicklung in T-Effektorzellen kann zwar unabhéangig von
CD4 Tu-Zellen stattfinden, die antigenabhdngige sekundare Proliferation der Gedacht-

niszellen ist jedoch gestort (91).

Zusatzlich regulieren CD4 Ty-Zellen die Expression des TRAIL-Rezeptors (, TNF-related
apoptosis-inducing ligand“, TRAIL) auf CD8 T-Zellen, der die Apoptose von Zellen indu-
ziert. Daneben wird tiber den Einfluss von IL-2 diskutiert, welches von CD4 Ty-Zellen
produziert wird und an CD25 sowie CD125 bindet. In CD25-defizienten CD8 T-Zellen
kommt es zu einer anormalen sekundaren Immunantwort (174). IL-2 wird als wichtiges

Signal zur Entwicklung von CD8 T-Gedachtniszellen gesehen (74).
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Abbildung A 3: Phasen der CD8 T-Zellentwicklung bei einer akuten Infektion

(A) Die CD8 T-Zellentwicklung ist in 4 Phasen unterteilt: die Aktivierung, die T-Zellexpansion, die
Kontraktionsphase und die Gedachtnisphase. Nach der Aktivierung einer spezifischen CD8 T-Zelle
kommt es zur klonalen Expansion, in der bis zu 1000 Tochterzellen aus einer Zelle entstehen. In
der danach folgenden Expansionsphase geht die Anzahl der spezifischen T-Zellen um 90-95 %
zuriick. Es verbleiben langlebige Gedachtniszellen.

(B) Die Aktivierung der CD8 T-Zellen erfolgt durch MHC [:Ag-prasentierende DCs. In der immuno-
logischen Synapse (IS) kommt es zum Kontakt zwischen MHC I:Ag und TCR sowie zum Kontakt
von co-stimulatorischen Oberflichenmolekiilen. Diese Interaktionen spielen eine wichtige Rolle
bei der Generierung der T-Zellantwort und der Bildung von Gedéchtniszellen.

(C) Die Phasen der T-Zellentwicklung haben verschiedene Charakteristika. Wahrend der Aktivie-
rung beeinflussen drei Faktoren (Signall: Antigen, Signal 2: Co-Stimulation und Signal 3:
proinflammatorisches Milieu) die Bildung von Gedachtniszellen. Des Weiteren wird der Einfluss
von CD4 Ty-Zellen zur Bildung funktionsfahiger Gedachtniszellen benétigt. Die Aktivierung ver-
schiedener TLRs fiihrt zu unterschiedlichen Immunantworten. Die Expansionsphase ist durch das
Vorhandensein von Effektorzellen gekennzeichnet, die {iber verschiedene Mechanismen infizierte
Zellen zerstoren und die Infektion bekdmpfen (Perforin, Granzym, IFNy, TNFa). In der Gedacht-
nisphase sind hauptséchlich Tcu-Zellen vorhanden. Durch homeostatische Proliferation und regu-
lierenden Zelltod (,,memory turnover”) wird diese Gedachtniszellpopulation aufrechterhalten.

DC: dendritische Zellen; IS: immunologische Synapse; Tgc: T-Effektorzellen; Tgum:
Effektorgedachtniszellen; Tem: Zentrale Gedachtniszellen; TCR: T-Zellrezeptor; TLR: Toll-like Re-

CD8 T-Zelle

18



A Einleitung

A.4.5 CHARAKTERISTIKA ANTIGENSPEZIFISCHER CD8 T-ZELLSUBPOPULATIONEN

Die antigenspezifische CD8 T-Zellpopulation ist eine heterologe Gruppe von Zellen. Sie
setzt sich aus CD8 T-Effektorzellen (,Effector T cells“, Tec) sowie den zwei CDS8
T-Gedachtniszellsubpopulationen, den Effektorgedachtniszellen (,Effector memory
T cells”, Tem) und Zentralen Gedachtniszellen (,Central memory T cells”, Tcm) zusammen
(149). Die Subpopulationen sind durch unterschiedliche phanotypische und funktionelle
Merkmale gekennzeichnet, und haben unterschiedliche Aufgaben im Schutz vor Infekti-

onen (s. Tabelle A 1).

Die Tgc-Subpopulation vermittelt Effektorfunktionen und ist im peripheren Gewebe,
bzw. am Ort der Infektion lokalisiert. Uber den Granula-Exozytose-Weg wird Perforin
bzw. Granzym sekretiert, das zur Lyse bzw. zur Apoptose der infizierten Zelle fiihrt (44).
Des weiteren kann Apoptose iiber den FasL/Fas-Mechanismus vermittelt werden (42).
Zusatzlich werden durch die Produktion von IFNy und TNFo weitere antimikrobielle

Effektorfunktionen vermittelt (155).

Tem-Zellen sind im peripheren nicht-lymphatischen Gewebe lokalisiert. Bei Antigen-
Kontakt sind sie durch sofortige Effektorfunktion, jedoch durch nur schwache antigen-

abhangige Proliferationsfahigkeit charakterisiert (115;149).

Tcm-Zellen sind im lymphatischen Gewebe lokalisiert, haben keine Effektorfunktionen
und sind zu homeostatischer und antigenabhangiger Proliferation fahig (67;95). Der Er-
halt der Gedachtniszellpopulation ist ein dynamischer Prozess, der als ,memory
turnover” bezeichnet wird. Dieser ist durch homeostatische Proliferation und regulie-
rendem Zelltod gekennzeichnet, welche tiber die Produktion von IL-2, IL-7a und IL-15

gesteuert werden (67,;169).

Den CD8-Subpopulationen konnten im Mensch und in der Maus verschiedene Kombina-
tionen an Oberflichenmarkern zugewiesen werden, so dass eine phanotypische Identifi-
kation der Subpopulationen moglich ist (s. Tabelle A 1). Im Menschen kénnen antigen-
spezifische CD8 T-Zellsubpopulationen durch Kombination der Oberflichenmarker
CCR7 und CD62L, oder den CD45-Isoformen (,leukocyte common antigen”) bestimmt
werden (25;149). In der Maus wurden die Kombination von CD127 und CD62L be-
schrieben (14;86). CCR7 und CD62L (L-Selektin) sind ,,homing“-Rezeptoren und fiir die
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Wanderung der Zellen in lymphatisches Gewebe verantwortlich (32). CD127 ist der IL-7-

Rezeptor und fiir die homeostatische Proliferation der Zellen notwendig (135).

Tabelle A 1: Die antigenspezifischen CD8 T-Zellsubpopulationen und ihre phanotypischen und
funktionellen Eigenschaften (88;137)

CD8 Humane Murine Funktionelle Eigenschaften
Marker Marker
CD45RA~
Thnaiv  CCR7* CDh127+ In lymphatischen Organen
CD62L+ CD62L*
In peripheren Organen
CD45RA-
Sofortige Effektorfunktion
Trc CCR7- CD127-
Produktion von IFNy, TNFa, Perforin, Granzym
CD62L- CD62L-
Keine Fahigkeit zur Proliferation
In peripheren Organen
CD45RA* oder CD45R0O*
Sofortige Effektorfunktion
Tem CCR7- CD127+
Produktion von IFNy, TNFa, Perforin, Granzym
CD62L- CD62L-
Geringe Fahigkeit zur Proliferation
In lymphatischen Organen
CD45RA* oder CD45R0O* Homeostatische Proliferation
Tem CCR7+ CDh127+ Antigenabhangige Proliferation
CD62L* CD62L* Keine Effektorfunktionen

Produktion von IL-2
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A.4.6 DIFFERENZIERUNGSMODELLE DER CD8 T-ZELLANTWORT

Wie sich die drei Subpopulationen (Tgc, Tem und Tcm) aus einer naiven CD8 T-Zelle ent-
wickeln, ist nicht exakt geklart (87;88). Zwei widerspruchliche Differenzierungsmodelle

wurden in der Literatur beschrieben (5,88;98).

Das lineare Differenzierungsmodell beschreibt die geradlinige Entwicklung einer naiven
T-Zelle zu Tgc-Zellen, weiter zu Tgm-Zellen und Tcm-Zellen (97;169). Das wird durch neu-
este Untersuchungen bestatigt, die in vivo zeigen, dass antigenabhdngig-proliferierende

Gedachtniszellen von Tgc-Zellen abstammen (19).

Das progressive Differenzierungsmodell geht von einem komplexeren Entwicklungspro-
zess aus (66,107). Nach der Programmierung durch die Signale wiahrend der Aktivie-
rungs- und Expansionsphase lauft die Differenzierung der T-Zellen unabhingig von wei-
terem Antigenkontakt ab (16;96;118). Dieses Signal ist definiert durch die Affinitat zwi-
schen TCR und MHC/Peptid, der Antigenkonzentration, sowie dem Vorhandensein co-
stimulatorischer Molekiile und Zytokine (s. Kapitel A 4.3). Bei einem starken Signal ent-
wickeln sich Tgc-Zellen, bei einem Signal mittlerer Starke Tgm-Zellen, und bei einem
schwachen Signal Tcu-Zellen (66;107). In diesem Model ist es moglich, das bereits in der
frithen Phase der Immunantwort CD8 Gedachtniszellen gebildet werden (159). Dabei
gibt es zwei Modelle, die die Entwicklung der naiven CD8 T-Zelle nach Antigenkontakt
beschreiben. Es wurde gezeigt, dass sich aus der naiven CD8 T-Zelle zuerst eine inter-
mediare T-Zellpopulation (Tim, CD127*, CD62L-) entwickelt, aus der sowohl Effektor-, als
auch Gedachtniszellen entstehen (14,87). Das andere Modell zeigt, dass die naive T-Zelle
eine asymmetrische Proliferation vollzieht, die zur Bildung von Effektor- und Gedacht-

niszellen fiihrt (41).
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A.5  ZIELE DER ARBEIT

Die Bildung einer langlebigen CD8 T-Zellantwort, ist fiir die Entwicklung neuartiger
Impfstoffe essentiell, da sie Schutz gegen intrazellulare Krankheitserreger und auch Tu-

more vermitteln kann.

Im Rahmen des DFG Schwerpunktes ,Neue Vakzinierungsstrategien“, wurde am
Max von Pettenkofer-Institut (Miinchen) gezeigt, dass die orale Immunisierung mit dem
dort entwickelten Impfstamm Y. enterocolitica AyopP, der das Fusionsprotein YopE/LLO

transloziert, zur Bildung einer protektiven CD8 T-Zellantwort fiihrt.

Aufgrund der Komplexizitiat der CD8 T-Zellantwort, ist deren exakte Charakterisierung
fir die Entwicklung eines Yersinia-basierten Impfstammes unerlasslich. In dieser expe-
rimentellen Doktorarbeit wurden folgende Analysen zur Charakterisierung der CD8

T-Zellantwort durchgefiihrt:

1. Erstmalige quantitative Analyse der Yersinia-induzierten antigenspezifischen
CD8 T-Zellantwort mittels MHC-Tetramertechnologie.

Quantitative Analyse der CD8 T-Zellsubpopulationen.

Analyse des zeitlichen Verlaufs der CD8 T-Zellentwicklung.

Analyse der organspezifischen CD8 T-Zellentwicklung.

Funktionelle Charakterisierung der antigenspezifischen CD8 T-Zellen.

A T

Vergleich der Impfstdimme Y. enterocolitica AyopP und Salmonella typhimurium

SB824.
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B MATERIAL UND METHODEN

23



B Material und Methoden

B.1 GERATE

Die in dieser Arbeit verwendeten Gerate sind in Tabelle B 1 aufgefiihrt.

Tabelle B 1: Verwendete Geridtemodelle mit Hersteller

Gerat Modell Firma
Analysenwaage Kern 440-33 Sartorius, Gottingen
Brutschrank Typ B 20 Heraeus, Hanau
COz-Inkubator Cytoperm 2 Heraeus, Hanau
Durchflusszytometer FACSCanto™II BD, Heidelberg

Elektroblot- Apparatur
Elektrophoresekammer fiir SDS-Gele
Homogenisator

Inverses Mikroskop

pH-Meter

Pipetten

Schiittelinkubator
Spannungsquellen

Spektralfotometer

Sterilwerkbank

Vakuumzentrifuge

Wasserbad
Zentrifugen

Mini Trans Blot® System
MiniPROTEAN 2@ Cell System
MM 2000

Axiovert

320 pH-Meter

Eppendorf Research
Certomat BS-1

Power Pac 200 und 300
Spectronic 20

Herasafe HS 12
Savant DNA 110 SpeedVac

WB/0B7-45
Eppendorf 5417C und 5810R

Sorvall super-21

Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen
Retsch, Wuppertal
Zeiss, Jena

Mettler, Toledo
Eppendorf, Hamburg
Braun, Melsungen
Bio-Rad, Miinchen
Spectronic instruments,
Rochester, USA

Heraeus, Hanau

Thermo Electron Corpora-
tion, Langenselbold
Memmert, Schwabach
Eppendorf, Hamburg
Sorvall, Langengelsbold
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B.2 VERBRAUCHSMATERIALIEN

Die in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien konnen Tabelle B 2 entnom-

men werden.

Tabelle B 2: Verwendetes Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

Firma

24 Lochplatten Zellkultur

96 Lochplatten Rundboden
Einmalspritzen (10 ml)

FACS Rundbodenréhrchen

Gel-Blotting Papier

Kodak X-Omat Réntgenfilme
Nitrocellulose-Membran (Protran, BA85)
Nylonfilter 50 pm

Petrischalen (Plastik)

Reaktionsgefafe 1,5 ml und 2 ml (ERG)
Reaktionsgefifde 15 ml und 50 ml (Falcon)
Sterilfilter 0,22 pm und 0,45 pm (Millex)
Zellsiebe 70 um

Beckton Dickinson, Heidelberg
Hartenstein, Wiirzburg

Braun, Melsungen

Beckton Dickinson, Heidelberg
Whatman, Schleicher & Schuell, Dassel
Sigma Aldrich, Taufkirchen

Whatman, Schleicher & Schuell, Dassel
Hartenstein, Wiirzburg

Greiner bio-one Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg

Beckton Dickinson, Heidelberg
Millipore, Schwalbach

Beckton Dickinson, Heidelberg

B.3  CHEMIKALIEN, BIOCHEMIKALIEN UND ENZYME

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien, Biochemikalien und Enzyme wurden von

den Firmen Sigma Aldrich (Taufkirchen), Invitrogen (Karlsruhe), Carl Roth (Karlsruhe)

und PAN (Aidenbach) bezogen. Abweichende Hersteller werden an entsprechender Stel-

le der Arbeit genannt.
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B.4  PUFFER UND LOSUNGEN

Die Zusammensetzungen der verwendeten Puffer und Lésungen sind in Tabelle B 3 auf-

gefiihrt.

Tabelle B 3: Nach Methoden sortierte Puffer und Losungen und ihre Zusammensetzung

Puffer

Zusammensetzung

Proteinbiochemische Methoden

1x Laemmli
4x Tris/HCl pH 6,8
4x Tris/HCI pH 8,8

Coomassie- Losung

Entfiarberlosung

Sammelgel

SDS-Probenpuffer 4x

Transferpuffer

Trenngel

Waschpuffer

Glycin 2 M; Tris 250 mM, SDS 1 % (M/v)

Tris/HCI 0,5 M; SDS 0,4 % (M/v); pH 6,8

Tris/HCl 1,5 M; SDS 0,4 % (M/v); pH 8,8

Coomassie Brilliant Blue R 250 2,5 mg; Methanol 455 ml; Eisessig
80 ml; H20pidest ad 5 ml

Methanol 40 % (V/v); Essigsaure 10 % (V/v)

H2O0bidest 2,2 ml; ProtoGel®* 630 pl; 4x Tris/HCL (pH 6,8) 940 pl; APS
(10 %) 25 ul; TEMED 5 pl

Tris/HCI pH 6,8 2,5 %; SDS 0,35 M; Bromphenolblau 0,1 % (4,0 mg)
(M/y); Glycerin 2 % (V/v); B- Mercaptoethanol 0,4 ml

Glycin 190 mM; Tris 25 mM; SDS 0,1 % (M/v); Methanol 20 % (V/v);
pH 8,3

H20bidest 3,1 ml; ProtoGel®x 2,5 ml; 4x Tris/HCI (pH 8,8) 1,9 ml; APS
(10 %) 50 ul; TEMED 5 pl

PBS mit 0,5 % Milchpulver (M/v)

Mausinfektionsversuche

ACT
FACS-Puffer
PFA4 %
Puffer 1
Puffer 2

Puffer 3

T-Zellmedium

Trypanblau- Lésung

NH.C1 0,15 M; Tris/HCl 0,017 M; pH 7,4

DPBS; BSA 0,5 % (™/v); NaN3 0,02 % (Y/v); pH 8,0

PFA 4 % (M/y) in PBS; pH 7,4; sterilfiltrieren

HBSS 500 ml; EDTA 190 mg

RPMI 1640; MgCl; 1 mM; CaCl; 1 mM; FCS 5 % (V/v); Kollagenase VIII
150 U/ml

DPBS; 5 % FCS (V/v)

RPMI 1640, FCS 10 % (V/v), Penicillin (10000 U/ml) 1 % (V/v), Strep-
tomycin (10 mg/ml) 1 % (V/v)

0,05 g in 10 ml DPBS; sterilfiltrieren

x ProtoGel® (30 % (M/v) Acrylamid, 0,8 % (M/y) Bisacrylamid), Biozym (Oldenburg)
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Die in dieser Arbeit verwendeten Antikorper, sowie deren Anwendung, sind in Tabelle B

4 aufgefiihrt. Die Konzentration der Antikorper fur die Durchflusszytometrie wurde vor

Gebrauch mittels Titration bestimmt.

Tabelle B 4: Verwendete Antikérper

Spezifitit Klon Format Anwend Bezugsquelle

(anti-Maus) ungx

CDh4 GK1.5 PerCp FACS Beckton Dickinson, Heidelberg

CD8« 53-6.7 FITC FACS Beckton Dickinson, Heidelberg
53-6.7 PE FACS Beckton Dickinson, Heidelberg
53-6.7 APC AlexaFluor®750 FACS Beckton Dickinson, Heidelberg
53-6.7 APC FACS Beckton Dickinson, Heidelberg

CD62L MEL-14  APC FACS Natu Tec GmbH, Frankfurt am Main
MEL-14 FITC FACS Natu Tec GmbH, Frankfurt am Main
MEL-14 PeCy7 FACS Natu Tec GmbH, Frankfurt am Main

CDh127 A7R34 APC FACS Natu Tec GmbH, Frankfurt am Main

IFNy XMG1.2 FITC FACS Beckton Dickinson, Heidelberg

IgG1 R3-34 FITC FACS Beckton Dickinson, Heidelberg

CD16/ CD32 93 aufgereinigt FACS Natu Tec GmbH, Frankfurt am Main

BrdU 3D4 FITC FACS Beckton Dickinson, Heidelberg

M45 Primar-Ak 1B Genovac, Freiburg

IgG Sekundar-Ak 1B Pierce, Thermo Fisher Scientific, Bonn

(Peroxidase gekoppelt)

X FACS: Durchflusszytometrie; IB: Inmunoblot
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B.6 PEPTIDE

In dieser Arbeit wurde mit dem Peptid LLO91.99 (GYKDGNEYTI) des Listeriolysin O von
Listeria monocytogenes gearbeitet. Das Peptid ist ein immunodominantes Epitop, das
von CD8* T-Lymphozyten MHC I H2-Kd4 abhéngig erkannt wird (130). Es wurde von der

Firma Jerini (Berlin) synthetisiert.

B.7 TETRAMERE

MHC Klasse [-Tetramere dienen zur Detektion antigenspezifischer CD8* T-Zellen. Die
Tetramere H2-Kd#45/mp2M/LLO91.9oPE und H2-Kd#45/mB:M/p60217-225PE wurden
freundlicherweise von Prof. Dr. D. H. Busch (TU Miinchen) zur Verfiigung gestellt und
werden - in Abhdngigkeit des MHC-Allels - fiir die Detektion von antigenspezifischen
CD8* T- Zellen in BALB/c Mausen verwendet. Die Tetramere werden in seinem Labor

routinemafdig hergestellt (35).

B.8 MAUSSTAMM

Fir diese Arbeit wurden CB6F1/0OlaHsd (BALB/c x C57BL/6])F1 Mause von Harlan/

Winkelmann (Horst, Niederlande) verwendet.

Die CB6F1/0laHsd F1 Hybride sind die Kreuzung zweier Inzuchtstimme, weiblicher
BALB/cOlaHsd und mannlicher C57BL/6]JOlaHsd Mause. Die Tiere haben identisches
genetisches Material. Fiir Gene, die bei den parentalen Stammen identisch sind, sind die
Mduse homozygot, Gene, die in den beiden Maustdimmen unterschiedlich sind, liegen

heterozygot vor. Der MHC-Haplotyp dieses Mausstamms ist H-2Kb/d,

Fur diese Arbeit wurden ausschliefilich 6-8 Wochen alte CB6F1 Mause verwendet. Alle

Maéuse wurden im Tierstall des Max von Pettenkofer-Institut in Miinchen gehalten.
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B.9 BAKTERIENSTAMME UND PLASMIDE

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme und Plasmide, sowie deren Eigen-

schaften, Anwendung und Herkunft sind in Tabelle B 5 und Tabelle B 6 aufgelistet.

Tabelle B 5: Verwendete Bakterienstimme

Stamm Eigenschaften Referenz

Yersinia spp

WA-314 Yersinia enterocolitica Serotyp 0:8; Biogruppe 1B, klini- (78)
sches Isolat; pYV08+

WA-C Plasmidloses Derivat von WA-314 (78)

WA-C(pYVAP) WA-C mit pYVAyopP (164)

WA-C(pYVAP, pHR430) WA-C mit pYVAyopP und pHR430 (164)

WA-C(pYVAP, pHR414) WA-C mit pYVAyopP und pHR430 (164)

Salmonella spp
SB824 Salmonella enterica serovar Typhimurium: Mutation (82)

sptP:kan aus dem Stamm SB237 in den AaroA-Stamm

SL326
SB824(pHR231) SB824 mit pHR231 (144)
Listeria spp.
10403s Listeria monocytogenes Wildtypstamm (26)

Tabelle B 6: Verwendete Plasmide, mit Plasmideigenschaften, Antiobiotikaresistenzen und geneti-
scher Information

Plasmid Eigenschaften Referenz
pYVAP pYV Plasmid, Mutation yopP:Kan® (164)
pHR430 Expressionsvektor mit SycEyopFE.13sll051.363m45, ChlorR (143)
pHR231 Expressionsvektor mit SycEyopFE;.13sll051-363m45, AmpR (144)

pHR414 Expressionsvektor mit SycEyopE1.13sp60130-477m45, ChlorR (143)
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B.10 NAHRMEDIEN, ANTIBIOTIKA, ANZUCHT UND STAMMHALTUNG

B.10.1 NAHRMEDIEN

Die Medien wurden nach Angaben in Tabelle B 7 hergestellt und falls nétig durch Auto-
klavieren (121 °C, 1 bar Uberdruck fiir 20 min) sterilisiert.

Tabelle B 7: Nahrmedien fiir die Bakterienkultur

Medium Hersteller bzw. Zusammensetzung

Brain Heart Infusion- Agar (BHI- Agar) Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Brain Heart Infusion- Medium (BHI- Medium) Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Yersinia Selektiv Agar CIN Oxoid, Wesel

Einfriermedium LB mit 20 % Glycerol

Luria- Bertani- Agar (LB- Agar) Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Luria- Bertani- Medium (LB- Medium) Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Luria- Bertani- Medium mit 0,3 M NacCl Trypton 10 g, NaCl 17,53 g, Hefeextrakt 5 g;
pH 7,4-7,6

B.10.2 ANTIBIOTIKA

Bakterienstaimme wurden mit Hilfe verschiedener Antibiotikaresistenzen selektiert
(s. Tabelle B 5), dazu wurde den Medien kurz vor Verwendung die enstprechende
sterilfiltrierte (0,22 um Sterilfilter) Antibiotikalésung zugegeben. Die verwendeten Anti-
biotika und Endkonzentrationen kdnnen Tabelle B 8 entnommen werden. Alle Antibioti-

ka wurden von Sigma-Aldrich (Taufkirchen) bezogen.

Tabelle B 8: Verwendete Antiobiotika

Antibiotika Abkiirzung Losungsmittel Stammlésung Endkonzentration
mg/ml pg/ml

Ampicillin AmpR H2O0videst 100 100

Chloramphenicol CmR 70 % Ethanol 20 20

Kanamycin KanR H2O0bidest 50 50
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B.10.3 ANZUCHT UND STAMMHALTUNG

Die Bakterienstimme wurden - wenn nicht anders angegeben - gemaf3 Tabelle B 9 und
ihrer entsprechenden Antibiotikaresistenzen (s. Tabelle B 5 und Tabelle B 6)

angezlchtet.

Fir die Stammhaltung wurden die Stimme 12-16h im entsprechenden Medium
angeziichtet und bei 4000 rpm fiir 10 min zentrifugiert. Das Pellet wurde dreimal mit
sterilem DPBS gewaschen, in Einfriermedium resuspendiert, gegebenenfalls aliquotiert

und bei -80 °C gelagert.

Tabelle B 9: Kultivierungsbedingungen der Bakterienstimme

Bakterienstimme Kultivierungsbedingungen

Listeria spp Inkubation bei 37 °C in LB-Medium

Salmonella spp. Inkubation bei 37 °C in 0,3 M LB-Medium
Yersinia spp. Inkubation bei 27 °C in LB-Medium / BHI-Medium

B.11 AUSDIFFERENZIERUNG VON MURINEM KNOCHENMARK ZU DENDRITISCHEN ZEL-

LEN (DCs)

Die Gewinnung von dendritischen Zellen (,dendritic cell”, DC) aus murinem Knochen-
mark erfolgte nach Lutz et. al (112). Die Knochenmarkszellen wurden in modifiziertem
RPMI mit 10 % FCS, 10 ng GM-CSF, 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml
Streptomycin und 50 pM [3-Mercaptoethanol angeziichtet. 2 x 106 Knochenmarkszellen
wurden in 10 ml Medium aufgenommen und in eine bakteriologische Petrischale iiber-
fiihrt, in der sie bei 37 °C und 5 % COzinkubiert wurden. Drei Tage nach der Knochen-
markentnahme wurden 10 ml frisches angereichertes Medium ergéanzt. Die DCs wurden
mittels MACS (“magnetic cell sorting”) CD11c MicroBeads (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Germany) nach Herstellerangaben angereichert. Die DCs wurden 5 Tage nach

Isolation verwendet.
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B.12 PROTEINBIOCHEMISCHE METHODEN

B.12.1 ISOLIERUNG VON PROTEINEN

B.12.1.1 Isolierung sekretierter Yop Proteinen

Yop-Proteine werden von Yersinia spp. bei 37 °C und unter CaZ* Mangel in den Kultur-
liberstand sekretiert (77). Zum Nachweis von Mutationen in das pYV-Plasmid wurden
die sekretierten Yop-Proteine aus dem Uberstand isoliert. Danach wurden sie im SDS Gel

aufgetrennt und durch Coomassie-Farbung sichtbar gemacht (s. B.12.2 und B.12.3).

Fir die Sekretion der Yop-Proteine wurden die jeweiligen Yersinia Stamme fiir 12-16 h
in BHI-Medium mit entsprechendem Antibiotikum (s. Tabelle B 6) bei 27 °C angeziichtet.
Die Ubernachtkultur wurde 1:40 in BHI-Medium verdiinnt und bei 37°C fiir 2h
inkubiert. Die Stimulation der Sekretion erfolgte durch Zugabe von EGTA (5 mM), Gluco-
se (0,2 %) und MgCl; (10 mM) bei 37 °C fiir weitere 3 h. Danach wurde die Kultur fiir
10 min bei 5000 rpm und 4 °C zentrifugiert, der Kulturiiberstand abgenommen und die
Proteine mit 10 % (v/v) TCA 1 h auf Eis gefillt. Die gefallten Proteine wurden 30 min bei
14000 rpm und 4 °C abzentrifugiert, das Pellet in eiskaltem Aceton resuspendiert,
15 min auf Eis inkubiert und bei 14000 rpm und 4 °C fiir 10 min abzentrifugiert. Dieser
Schritt wurde zweimal wiederholt. Der letzte Waschschritt erfolgte mit H2Opigest. Die
Proteine wurden in einer Vakuumzentrifuge getrocknet, in 50 mM Tris (pH 8,0)

resuspendiert und bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert.

B.12.1.2 Prdparation der sekretierten Fusionsproteine

Die auf den Expressionsvektoren codierten Fusionsproteine YopE/LLO/M45 und
YopE/p60/M45 werden von den Yersinia spp. und Salmonella spp. in den Kulturiiber-
stand sekretiert. Zum Nachweis der Sekretion wurden die aus dem Uberstand isolierten
Proteine und das Zelllysat im SDS-Gel aufgetrennt und mittels Inmunoblot anhand des

M45- Tags detektiert (s. B.12.2 und B.12.4).

Fir die Expression der Fusionsproteine wurden die jeweiligen Bakterienstimme fiir

12-16 h in LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum (s. Tabelle B 6) bei 37 °C
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angeziichtet. Die Ubernachtkultur wurde 1:50 in LB-Medium (s. Tabelle B 9) mit Antibio-
tikum tiberimpft und bis zu einer ODsoovon 0,6-0,7 angezogen. Die Bakterien wurden
mittels Zentrifugation bei 4 °C mit 5000 rpm fiir 10 min vom Medium abgetrennt. Der
Kulturiiberstand wurde durch einen 0,45 pm Sterilfilter in ein Zentrifugenréhrchen
(Plastik) tiberfiihrt und die Proteine mit 10 % (Y/v) TCA 2 h auf Eis gefallt. Die gefallten
Proteine wurden 30 min bei 10000 g und 4 °C abzentrifugiert, das Pellet in 1 ml PBS
(pH 7,4) resuspendiert, mit 4 ml eiskaltem Aceton versetzt, 15 min auf Eis inkubiert und
bei 10000 rpm und 4 °C fiir 30 min abzentrifugiert. Das Proteinpellet wurde in 1 ml Ace-
ton resuspendiert, in ein ERG tiberfiihrt und bei 14000 rpm und 4 °C fiir 10 min zentri-
fugiert. Die Proteine wurden in einer Vakuumzentrifuge getrocknet, in 50 mM Tris
(pH 8,0) resuspendiert und bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert. Das Pellet des
Bakterienzelllysats wurde in 1 ml DPBS (pH 7,4) resuspendiert und bei 4°C mit
14000 rpm fiir 3 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das
Bakterienzelllysat in 1 x Laemmli-Puffer resuspendiert und bis zur Verwendung bei -

20°C gelagert.

B.12.1.3 Praparation der translozierten Fusionsproteine aus DCs

Die Analyse der durch Yersinia spp. translozierten Fusionsproteine wurde wie fiir Mak-
rophagen beschrieben (143) durchgefiihrt, es wurden allerdings folgende Verdnderun-
gen vorgenommen: Die Knochenmarkszellen wurden wie in B 11 beschrieben kultiviert
und mit den entsprechenden Bakterienstimmen mit einer MOI von 10 bei 37 °C infiziert.
Vor der Infektion wurden Ubernachtkulturen der Bakterienstimme iiberimpft und bei
37 °C fir 4 h inkubiert. Nach einer Infektionsdauer der DCs von 5h wurden die nicht-
adhdrenten Bakterien entfernt und die Zellen mit HBSS gewaschen. Der Infektionsiiber-
stand wurde bei 8000 g fiir 20 min zentrifugiert und das Pellet mit den nicht adhdrenten
Bakterien in 200 pl PBS aufgenommen. Die infizierten DCs wurden fiir 30 min mit
DMEM mit 100 pl Gentamycin/ml inkubiert, um Zell assoziierte extrazellulare Bakterien
abzutoten. Danach wurden die Zellen mit 30 pg Proteinase K/ml in HBSS fiir 15 min bei
37 °C inkubiert, um oberflachenassoziierte Yops zu zerstéren. Danach wurde 3 ml HBSS
mit 2 mM PMSF dazugegeben und die Zellen bei 600 g fiir 10 min zentrifugiert. Das Pel-
let wurde in 1 ml HBSS mit 0,1 % Triton X-100 und 1 mM PMSF lysiert und fiir 10 min
bei 15000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch einen 0,45 um Sterilfilter filtriert
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und die Proteine mit 10 % (v/v) TCA auf Eis gefdllt. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert (s. B.12.2). Die Detektion

erfolgte mittels M45 Antikorper (s. B.12.4).

B.12.2 SDS-POLYACRYLAMIDGELELEKTROPHORESE NACH LAEMMLI (1970)

Mit der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) konnen Proteine im elektri-
schen Feld auf Grund ihrer Ladung in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt werden
(106). Die Proteine werden bei 95 °C in der Gegenwart von (3-Mercaptoethanol denatu-
riert. Natriumdodecylsulfat (SDS) bindet dabei quantitativ an die Polypeptidketten der
Proteine und fiihrt zu einer negativen Nettoladung, die sich proportional zur Grof3e des
Polypeptids und somit zum Molekulargewicht verhalt. Im elektrischen Feld wandern die
SDS-beladenen Polypeptide je nach Molekulargewicht unterschiedlich schnell zur Anode

und trennen sich so auf.

Nach der SDS-Gelelektrophorese kénnen die Proteine durch Farbung mit Coomassie-
Blau (s. B.12.3) sichtbar gemacht werden oder durch einen Immunoblot (s. B.12.4) spe-
zifisch detektiert werden. Mit Hilfe eines Proteinmarkers konnen die Molekulargewichte

bestimmt werden.

B.12.2.1 Herstellung des Polyacrylamidgels

Die SDS-PAGE wurde mit dem MiniPROTEAN 2 Cell System® von BioRad (Miinchen) nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Es wurden Trenngele mit 10 % und Sammelgele mit

5 % Polyacrylamidanteil hergestellt (s. Tabelle B 3).

B.12.2.2  Aufbereitung der Proben und Elektrophorese

Die Proteine wurden in 4 x Probenpuffer (s. Tabelle B 3) fiir 10 min bei 90 °C denatu-
riert. Danach wurden je 25pl der denaturierten Proben in die Geltaschen des
Polyacrylamidgels aufgetragen. Parallel wurde zur Bestimmung des Molekulargewichts
der Proteinmarker SeeBlue®Plus2 (Invitrogen, Karlsruhe) aufgetragen. Die Elektropho-
rese wurde bei einer Spannung von 200 V fir 45 min in Laemmli-Puffer (s. Tabelle B 3)

durchgefiihrt.
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B.12.3 COOMASSIE- FARBUNG

Um die Yop-Proteine sichtbar zu machen, wurden sie nach der Elektrophorese im
Polyacrylamidgel angefarbt. Dazu wurde das Gel fiir 2 h in Coomassie-Losung (s. Tabelle
B 3) und danach fiir mindestens 2 h in Entfarberlosung (s. Tabelle B 3) gegeben. Das an-

gefarbte Gel wurde mit einem handelsiiblichen Scanner digitalisiert.

B.12.4 IMMUNOBLOT (WESTERN BLOT) NACH TOWBIN (1979)

Um die Expressionsproteine spezifisch iiber eine Antigen-Antikdrper-Reaktion zu detek-

tieren, wurde ein Western Blot durchgefiihrt (162).

Als ersten Schritt wurden die Proteine nach der SDS-PAGE vom Acrylamidgel elektro-
phoretisch auf eine Nitrocellulosemembran tibertragen. Der Blot wurde mit dem Mini
Trans Blot® System von BioRad (Miinchen) in Transferpuffer (s. Tabelle B 3) nach Her-
stellerangaben durchgefiihrt. Der Proteintransfer fand fiir 1 h bei 90 V statt.

Nach dem Transfer wurden die Proteine durch einen M45-spezifischen Antikérper iden-
tifiziert. Dazu wurde die Membran vorher zur Absattigung unspezifischer Bindungsstel-
len in 5 % Milchpulver in PBS (M/v) bei RT fiir 1 h inkubiert. Danach erfolgte die Inkuba-
tion mit dem primdren Antikorper - gegen M45 gerichtet - im Verhaltnis 1:1000 in
0,5 % Milchpulver in PBS fiir 12 h auf einem horizontalen Schiittler. Nicht gebundener
Antikoérper wurde durch dreimaliges Waschen mit Waschpuffer (s. Tabelle B 3) fiir je
10 min bei RT entfernt. Im Anschluss wurde die Membran fiir 1h mit einem
Meerettichperoxidase (HRP)-gekoppelten sekundiren Antikoérper, der gegen den prima-
ren Antikorper gerichtet ist, inkubiert. Der sekundédre Antikérper wurden im Verhaltnis
1:5000 in 0,5 % Milchpulver in PBS (M/v) eingesetzt. Nach Inkubation mit dem sekunda-
ren Antikorper wurde die Membran zweimal fiir 10 min mit 0,5 % (M/v) Milchpulver in

PBS gewaschen. Der letzte Waschschritt erfolgte ausschliefdlich mit PBS.

Die Aktivierung der HRP erfolgte durch Inkubation in einem 1:1 Gemisch der Chemilu-
mineszenz-Losung WestPico Luminol/ Enhancer und WestPico Stable Peroxid (Pierce,
Thermo Fisher Scientific, Bonn) fiir 2 min. AnschliefSend wurde ein Rontgenfilm auf die
mit Plastikfolie bedeckte Membran aufgelegt, fiir 5-30 min exponiert, entwickelt und

fixiert.
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B.13 MAUSINFEKTION UND ORGANENTNAHME

B.13.1 MAUSPASSAGE UND HERSTELLUNG VON ALIQUOTS

B.13.1.1 Mauspassage von Yersinia spp

Die Mauspassage der Yersinia spp. wurde mit 1x 10°KBE intraperitoneal (i.p.) in
C57Bl1/6 Mausen durchgefiihrt. Die Bakterien wurden nach 24 h durch Spiilung des Peri-
toneums mit 5 ml DPBS reisoliert und auf LBag-Agar ausplattiert (s. Tabelle B 3). Gepick-
te Kolonien der yop-Deletionsmutanten wurden im SDS-Gel auf die Sekretion der Yop-
Effektorproteine hin kontrolliert (s. B 11.1.1). Die Stimme wurden 12-16h in
antibiotikahaltigem LB-Medium angezogen, bei 4000 rpm fiir 10 min zentrifugiert in
Einfriermedium aufgenommen und gegebenenfalls aliquotiert. Die Aliquots wurden bei

-80 °C gelagert.
B.13.1.2  Herstellung von Aliquots fir die Immunisierung und Infektion

Salmonella spp und Listeria spp. wurden 12-16 h in LBap-Medium (s. Tabelle B 5) ange-
zogen, bei 4000 rpm fiir 10 min zentrifugiert, in Einfriermedium aufgenommen und ali-

quotiert. Die Aliquots wurden bei -80 °C gelagert.

B.13.1.3  Bestimmung der Gesamtkeimzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Verdiinnungsreihe der Aliquots auf LBag-Agar
(s. Tabelle B 5) ausplattiert, die Kolonien gezdhlt und die Gesamtkeimzahl des Aliquots

bestimmt.

B.13.2. IMMUNISIERUNG DER MAUSE

Die Mause wurden mit Y. enterocolitica AyopP (pHR430), Y.enterocolitica AyopP
(pHR414) oder S. typhimurium SB824 (pHR241), den entsprechenden plasmidlosen

Kontrollen oder dem Wildtypstamm von L. monocytogenes 10403s immunisiert.

B.13.2.1 Orale Immunisierung mit den Impfstammmen

Zur oralen Immunisierung mit den Yersinia- oder Salmonella- Stimmen, wurde ein Ali-

quot der Einfrierkultur (s. B 12.1) auf Eis aufgetaut, zweimal mit DPBS gewaschen und
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mit 1 x 10° Bakterien in 20 ul DPBS eingestellt. Die Mduse wurden, 4 h nachdem Wasser
und Futter entfernt wurden, mit Hilfe einer Pipette mit 1 x 10° Bakterien oral immuni-
siert. Zur Kontrolle wurde die Gesamtkeimzahl des Inoculums bestimmt, indem eine

Verdiinnungsreihe auf LBag-Agar ausplattiert wurde.

B.13.2.2. Immunisierung mit Listeria monocytogenes

In dieser Arbeit wurde mit dem hochvirulenten Listeria Stamm 10304s gearbeitet, der
eine LDso von 4,5 x 103 hat (26). Fur eine Erstinfektion mit L. monocytogenes 10403s
wurde ein Aliquot der Einfrierkultur (s. B.13.1.2) auf Eis aufgetaut, zweimal mit DPBS
gewaschen und mit 1 x 103 Bakterien in 100 pl DPBS eingestellt. Den Mausen wurde in-
traperitoneal (i.p.) 1 x 103 Bakterien gespritzt. Zur Kontrolle wurde die Gesamtkeimzahl

des Inoculums bestimmt, indem eine Verdiinnungsreihe auf LB- Agar ausplattiert wurde.

B.13.3 ORGANENTNAHME ZUR ISOLIERUNG VON LYMPHOZYTEN

Fir die Durchfithrung immunologischer Untersuchungen wurden Lymphozyten aus ver-
schiedenen Organen isoliert. Zu diesem Zweck wurden Milz, Lymphknoten und Lunge
der Maus entnommen. Die Organentnahme erfolgte 1, 2, 3 oder 4 Wochen nach Immuni-
sierung. Die Mause wurden mit CO; erstickt, dufderlich mit Ethanol (70 %) desinfiziert

und auf einem Sezierbrett fixiert.

B.13.3.1 Lymphozytenanreicherung aus Milz und Lymphknoten

Die Milz und die axillaren, submandibuladren, inguinalen und mesenterialen Lymphkno-
ten wurden nach dem Offnen der Maus entnommen und in RPMI 1640-Medium gelagert.
Zur Herstellung einer Einzelzellsuspension wurden Milz und Lymphknoten mit dem
Stempel einer Injektionsspritze tliber einem Zellsieb zerkleinert und erneut in
RPMI 1640-Medium aufgenommen. Die Zellen wurden fiir 7 min bei 4 °C mit 1500 rpm
abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Daraufhin wurden die Zellen gelést und
mit 5 ml ACT (s. Tabelle B 3) fiir 7 min bei RT einer Erythrozytenlyse unterzogen. Nach
der Inkubation wurde die Zellsuspension 1:1 mit RPMI 1640-Medium verdiinnt und bei
1500 rpm fiir 7 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zell-
pellet in 10 ml RPMI 1640-Medium aufgenommen, die Zellzahl ermittelt (s. B 13.3.3) und

immunologisch untersucht (s. B 15).
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B.13.3.2 Lymphozytenanreicherung aus der Lunge

Um Lymphozyten aus Lungengewebe isolieren zu kénnen, muss dieses frei von Blut sein.
Aus diesem Grund wurde nach dem Offnen der Maus die Vena cava durchtrennt und das
Blut entfernt. Daraufthin wurde der Brustraum geoffnet und die Lunge mit einem-
Heparin-Natrium/ PBS-Gemisch (75 U/ml) liber den rechten Vorhof gespilt. Dadurch
wird restliches Blut aus der Lunge gespiilt. Nun wurde diese mit einer Schere herausge-
nommen und mit einem Skalpell zerkleinert. Das zerkleinerte Lungengewebe wurde fiir
30 min bei RT in Pufferl (Tabelle B 3) unter riihren inkubiert und mit Puffer3 gewa-
schen. Das im Puffer1l enthaltene EDTA l6st die Lymphozyten aus dem Gewebe. Im An-
schluss wurde das Lungengewebe fiir 30 min bei 37 °C in kollagenasehaltigem Puffer2
inkubiert. Die Herstellung der Einzelzellsuspension und alle weiteren Schritte erfolgen

wie bei der Praparation von Milz und Lymphknoten (s. B.13.3.1).

B.13.3.3 Bestimmung der Gesamtzellzahl

Die Gesamtzellzahl wurde mit Hilfe der Neubauer-Ziahlkammer ermittelt. Hierfiir wurde
die Zellsuspension 1:20 in Trypanblaulésung verdiinnt, 10 pl der Verdinnung in eine
Neubauer Zahlkammer pipettiert und die nicht angefarbten Zellen gezahlt. Die Zellzahl

pro ml wurde mit folgender Formel ermittelt:

GZZ = Zellzahl x Volumen der Zellsuspension X Verdinnungsfaktor x 10*

B.13.4 LYMPHOZYTENANREICHERUNG AUS PERIPHEREM BLUT

Zur Lymphozytenanreicherung aus peripherem Blut wurde dieses der Schwanzvene der
Mause entnommen. Dazu wurden die Mause unter einer Infrarotlampe erwarmt, was
zur Vasodilatation und somit zur Forderung der Durchblutung fiihrt. Durch Einstechen
einer Kaniile in die Schwanzvene wurden den Mausen je 100 pl Blut entnommen und in
10 pl Heparin-Natrium (5000 L.E./0,2 ml DPBS) (ratiopharm, Ulm) aufgenommen. Da-
nach wurde mit 10 ml ACT fiir 10 min bei RT eine Erythrozytenlyse durchgefiihrt. Das
Blut wurde mit 1500 rpm fiir 5 min bei RT zentrifugiert, der Uberstand verworfen und
das Zellpellet mit DPBS gewaschen (1500 rpm, 5 min, RT). Die Zellen wurden dann fiir

weitere immunologische Untersuchungen verwendet (s. B.16)
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B.14 LISTERIA KOLONIEBESTIMMUNG NACH BELASTUNGSINFEKTION

Um den durch die Impfstimme vermittelten Schutz zu messen, wurde die Gesamtzell-

zahl an Listerien nach einer letalen Infektion mit L. monocytogenes 10403s ermittelt.

4 Wochen nach Immunisierung mit den Impfstimmmen (s. B.13.2) wurden die Mause
mit 1 x 10> L. monocytogenes 10403s intravends (i.v.) infiziert. Nach 3 Tagen wurden die
Mause mit CO; getdtet, die Milzen entnommen und homogenisiert. Zur Homogenisierung
der Milz wurde diese in einem 2 ml ERG mit 1 ml DPBS und einer Metallkugel gegeben.
Das Gefafd wurde in die Vorrichtung der Schwingmiihle (Homogenisator) eingespannt
und die Milz fiir 5 min bei Amplitude 80 zerkleinert. Diese Homogenisierung fiihrt zu
einer Zerstorung der Zellen wodurch die Listerien freigesetzt werden. Danach wurde die
Gesamtkeimzahl (GKZ) bestimmt, indem Verdiinnungsreihen auf LB-Medium ausplat-

tiert wurden. Die Platten wurden 12-16 h bei 37 °C inkubiert.

B.15 VIRULENZVERSUCHE IM MAUSINFEKTIONSMODELL

Um die Virulenzeigenschaften der Y. enterocolitica- und S. typhimurim-Impfstimme zu

untersuchen, wurden Virulenzstudien im Mausinfektionsmodell durchgefiihrt.

Nach oraler Immunisierung der Mause (s. B.13.2) wurden an den Tagen 2, 3, 4, 8 und 15
nach Immunisierung, die Keime aus Leber, Milz, Lymphknoten, Peyerschen Plaques und

dem Lumen des Diinndarms reisoliert und die Gesamtkeimzahl (GKZ) bestimmt.

Dazu wurden die Mause an den entsprechenden Tagen durch Vergasung mit CO; getotet,
die Organe unter einer Sterilbank entnommen und in 1 ml (Peyersche Plaques, Lymph-
knoten und Milz) oder 5 ml (Leber) DPBS homogenisiert (s. B.14). Der entnommene

Diinndarm wurde mit 5 ml DPBS gespiilt.

Die GKZ in den Organen wurde bestimmt, indem Verdiinnungsreihen der Homogenisate
und des Darminhaltes ausplattiert wurden. Yersinia-Stimme wurden auf CIN-Agar aus-
plattiert und 48 h bei 27 °C inkubiert; Salmonella spp. wurden auf LBag-Medium ausplat-
tiert und 12-16 h bei 37 °C inkubiert.
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B.16 IMMUNOLOGISCHE METHODEN ZUR FUNKTIONSANALYSE VON LYMPHOZYTEN

MITTELS DURCHFLUSSZYTOMETRIE

B.16.1 IMMUNFLUORESZENZFARBUNG FUR DIE DURCHFLUSSZYTOMETRIE

Zur Analyse der aufgereinigten Lymphozyten (s. B.13.3) wurden diese 1, 2, 3 oder 4 Wo-
chen nach der Immunisierung mit VY. enterocolitica AyopP (pHR430), Y.
enterocolitica AyopP (pHR414), S. typhimurium SB824 (pHR231), den plasmidlosen Kon-
trollen oder dem Wildtypstamm L. monocytogenes 10403s mit verschiedenen Oberfla-

chenmolekiilen und Zytokinen (Tabelle B 4) angefarbt.

B.16.1.1 Markierung von Oberflachenmolekilen

Es wurden Farbungen mit fluorochrommarkierten Antikérpern gegen verschiedene
Oberflachenmarker (s. Tabelle B 4) durchgefiihrt. Die Farbungen wurden mit 6 x 106 der
aufbereiteten Zellen aus den jeweiligen Organen (s. B.13.3) in 96-Lochplatten auf Eis

durchgefiihrt.

Um den Fcy-Rezeptor zu blockieren, wurden die Zellen zuerst mit anti-CD16/CD32 (Fc-
Block) in einem Volumen von 100 ul FACS-Puffer im Verhaltnis 1:100 20 min unter einer
Lampe auf Eis inkubiert. Wenn noétig wurde dem Ansatz EMA im Verhaltnis 1:1000 zu-
gegeben (s. B.16.1.2). Dann erfolgte ein Waschritt, bei dem 150 pl FACS-Puffer auf die
Zellen pipettiert wurde, 2 min bei 1500 g zentrifugiert und der Uberstand verworfen
wurde. Die Oberflaichenmarkierung der Zellen mit verschiedenen Antikérpern (s. Tabel-
le B 4) erfolgte daraufhin in einem Volumen von 50 ul FACS-Puffer fiir 20 min auf Eis im
Dunkeln. Anschlieffend wurden die Zellen dreimal gewaschen, in FACS- Puffer aufge-
nommen und gegebenenfalls mit PI gefarbt (s. B.16.1.2). Bei langerer Lagerung wurden
die Zellen mit 1 % PFA fixiert. Bis zur Analyse im Durchflusszytometer wurden die Pro-

ben bei 4 °C gelagert.
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B.16.1.2 Lebend/ Tod-Diskriminierung

Um tote Zellen ausschlief3en zu konnen, wurden diese entweder mit Ethidiummonoazid
(EMA) oder Propidiumjodid (PI) gefarbt. Die irreversible EMA-Farbung wurde durchge-
fiihrt, wenn die Zellen spater mit PFA 1 % fixiert werden sollten. Dazu wurde dem anti-
CD16/CD32 Mix EMA (2 mg/ml DPBS) im Verhaltnis 1:1000 zugegeben und parallel ge-
farbt (s. B.16.1.1). Bei allen anderen Oberflachenfarbungen wurden die toten Zellen mit
PI angefarbt. Hierzu wurde den Zellen nach der Oberflichenmarkierung PI (4 pg/ ml

DPBS) im Verhaltnis 1:1 zugegeben.

B.16.1.3  Tetramerfarbung

Die Tetramerfirbung wurde wie die Markierung von Oberflichenmolekiilen durchge-
fiihrt. Dabei wurde das Tetramer 1:50 eingesetzt und zusammen mit den Oberflachen-
markern fiir 1 h bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Alle anderen Arbeitsschritte wurden wie

in Abschnitt B.16.1.1 beschrieben durchgefiihrt.

B.16.1.4 Intrazelluldare Zytokinfarbung

Die intrazelluldare Zytokinfirbung wurde mit dem Cytofix/Cytoperm™ Fixati-
on/Permeabilization Kit mit GolgiPlug™ (Brefeldin A) (BD, Heidelberg) nach Hersteller-
angaben durchgefiihrt.

Es wurden je Ansatz 5 x 106 aus der Milz isolierte Lymphozyten in einer 24-Lochplatte
restimuliert. Dazu wurden die Zellen mit 1 pg Peptid (s. B.7) in 1 ml RPMI-1640 fiir 5 h
bei 37 °C inkubiert. Nach 2 h der Inkubationszeit wurde 1 pg/ml GolgiPlug™ hinzugege-
ben, um den intrazelluldren Transport der Zytokine nach aufden zu inhibieren. Nach der
Stimulation wurden die Proben in eine 96-Lochplatte tberfiihrt, indem das Volumen
durch Zentrifugation in 15 ml Falcons (5 min, 4 °C, 1500 rpm) reduziert wurde. Dann
wurden die Zellen mit Fc-Block und EMA, anschliefdend mit Oberflichenmarkern gefarbt

(s. B.16.1.1).

Danach wurden die Zellen mit 100 pl Cytofix/Cytoperm™ fiir 20 min auf Eis im Dunkeln
inkubiert, um die Zellwdnde zu permeabilisieren. Nach einem Waschschritt bei dem

150 ul PermWash-Puffer auf die Zellen pipettiert, 2 min bei 1500 g zentrifugiert und der
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Uberstand verworfen wurde, folgte die Intrazellulirezytokinfirbung fiir 30 min auf Eis
im Dunkeln in einem Volumen von 50 pl PermWash-Puffer. Parallel wurde eine Farbung
mit einer Isotyp-entsprechenden Kontrolle mit irrelevanter Spezifitit durchgefiihrt.
Nach zwei Waschschritten mit PermWash-Puffer und FACS-Puffer wurden die Zellen in

1 % PFA fixiert und bis zur Auswertung am Durchflusszytometer bei 4 °C gelagert.

B.16.2 BROMDESOXYURIDIN (BRDU)- FARBUNG

Bromdesoxyuridin (BrdU) lagert sich als Analogon zu Thymidin in die DNA proliferie-
render Zellen ein, und wird in vivo zur Messung der Proliferationsfahigkeit von Zellen
verwendet. Diese wurde in vorliegender Arbeit bei immunisierten Mausen nach einer
Belastungsinfektion mit Listerien (s. B.14) gemessen. Es wurde das FITC BrdU Flow Kit

(BD, Heidelberg) verwendet und nach Herstellerangaben gearbeitet.

Die Mduse wurden 4 Wochen nach Immunisierung mit 1 x 105 L. monocytogenes 10403s
intravends (i.v.) infiziert und gleichzeitig 1-2 mg BrdU (10 mg/ml DPBS) intraperitoneal
(i.p.) gespritzt. Zusatzlich wurde den Mausen BrdU iiber das Trinkwasser (1 mg/ml)
verabreicht. An Tag 3 wurden die Mause getotet, die Milzen wie beschrieben prapariert,
eine Einzelzellsuspension hergestellt (s. B.13.3.1) und mit fluoreszenzmarkierten Anti-

korpern wie folgt gefarbt.

Es wurden pro Milz 1x 10¢ Zellen in einer 96-Lochplatte mit Fc-Block und EMA, an-
schlieféend mit Oberflaichenmarkern, sowie Tetramer gefarbt (s. B.16.1.3). Danach wur-
den die Zellen zuerst mit 100 pl Cytofix/Cytoperm™ und dann mit 50 pl Cytoperm™ Plus
Buffer jeweils flir 20 min auf Eis im Dunkeln inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen er-
neut fiir 5 min auf Eis im Dunkeln mit Cytofix/Cytoperm™ behandelt und mit PermWash-
Puffer gewaschen. Dadurch wird die Zellwand der Zellen zerstort und der Verdau der
DNA ermoglicht. Dieser erfolgte mit 300 pg/ml DNAse fiir 1 h bei 37 °C im Dunkeln.
Nach einem Waschschritt in PermWash-Puffer, wurde das in die DNA eingelagerte BrdU
mit einem spezifischen Antikorper fir 30 min bei 4 °C im Dunkeln gefarbt. Nach zwei
Waschschritten mit PermWash und FACS-Puffer wurden die Zellen in 1 % PFA fixiert

und bis zur Analyse am Durchflusszytometer bei 4 °C gelagert.
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B.16.3 IN VIVO ZYTOTOXIZITATSTEST

Der in vivo Zytotoxizitatstest erlaubt die Messung der zytotoxischen Effektorfunktion

von CD8* T-Zellen direkt in immunisierten Mausen.

Naive CB6F1 Mause dienen dabei als Donormause. Von diesen wurden die Milzen wie
beschrieben prapariert und eine Einzelzellsuspension hergestellt (s. B.13.3.1). Die Zellen
wurden gezdhlt, in T-Zellmedium aufgenommen und in zwei Populationen aufgeteilt.
Eine Halfte wurde mit Peptid beladen, indem die Zellen mit 1 mg/ml LLO-Peptid in
RPMI- 1460 fiir 45 min bei 37 °C inkubiert wurde; Die andere Halfte der Zellen blieb

unbeladen. Im Anschlufd wurden beide Populationen zweimal mit DPBS gewaschen.

Danach wurden die Populationen mit unterschiedlichen Konzentrationen an CFSE ge-
farbt, um sie im Durchflusszytometer unterscheiden zu konnen. Die mit LLO beladene
Population wurde mit einer hohen Konzentration CFSE (5 pM) angefarbt (CFSEnoch); Die
unbeladenen Zellen wurden mit einer niedrigen Konzentration CFSE (0,5 pM) angefarbt
(CFSEniedrig). Die CFSE-Farbung wurde bei 37 °C fiir 10 min durchgefiihrt, T-Zellmedium

dazugegeben, fiir 5 min auf Eis inkubiert und danach mit DPBS gewaschen.

Dann wurden die Zellen beider Populationen im Verhaltnis 1:1 vermischt, so dass jede
Maus etwa 6 x 106 Zellen/ 200 pl i.v. gespritzt bekam. Die Zellen wurden in CB6F1-
Mause injiziert, die 4 Wochen zuvor immunisiert worden waren. Nach 5 h wurden die
Mause geblutet; Nach 20 h wurden die Mause getotet und ihre Milz enthommen. Das
Blut und die praparierten Milzzellen wurden wie beschrieben prapariert (s. B.13.3.1 und
B.13.4) und direkt mittels Durchflusszytometrie analysiert. Jede der beiden Zellpopula-

tionen kann durch ihre unterschiedliche CFSE-Fluoreszenzintensitat detektiert werden.

Die zytotoxische Effektorfunktion der CD8* T-Zellen wurde mit folgenden Formeln tiber

die spezifische Lyse berechnet:

Verhdltnis beider Populationen zueinander (r):

% CFSEniedrig
% CFSEpoch

Prozentsatz der spezifischen Lyse (sL):

L [ (r von nicht immunisierter Maus
sL=1]1-

- — )X 100]
r von immunisierter Maus
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B.17 DURCHFLUSSZYTOMETRIE (FACS-ANALYSE)

In einem Durchflusszytometer (fluorescence activated cell sorter, FACS) kann die Grof3e,
Granularitidt und die relative Fluoreszenzintensitit von Zellen gemessen und unter-

schieden werden.

Dazu werden die Zellen in einem Fliissigkeitsstrom durch einen fokussierten Laserstrahl
geleitet, wobei beim Passieren jeder einzelnen Zelle das Licht gestreut wird. Das Vor-
wartsstreulicht (forward light scatter, FSC) ist das Mafd fiir die Zellgrofle und das

Seitwartsstreulicht (side scatter, SSC) das Maf3 fiir die Granularitit einer Zelle.

Um Zellen aufier in ihrer Grofde und Granularitat unterscheiden zu konnen, wurden sie
mit verschiedenen Fluorochromen angefarbt. Fluorochrome absorbieren Licht einer
spezifischen Wellenldnge und emittieren Licht einer h6heren Wellenldnge. Das emittier-
te Licht wird durch sogenannte Photomultiplier des FACS in elektrische Signale umge-
wandelt. Dadurch erhélt man Informationen tiber die Anzahl der fluoreszierenden Zel-

len, sowie deren Fluoreszenzintensitat.

Die Analyse der gemessenen Zellen erfolgt in einem entsprechenden Computerpro-
gramm Uber die Grofde, Granularitat und Fluoreszenzfarbstoffe. Dabei werden Zellpopu-
lationen die aufgrund der vorher genannten Eigenschaften von Interesse sind mit soge-

nannten ,Gates” eingegrenzt und im Detail betrachtet.

Die Durchflusszytometrie wurde mit dem BD FACSCanto™ II Flow Cytometry System mit
der BD FACSDiva™ Software (BD, Heidelberg) durchgefiihrt. Zur Datenanalyse wurde die
FLOWJO Flow Cytometry Analysis Software (Tree Star, Ashland), sowie die GraphPad

Prism Software (GraphPad Software, La Jolla) verwendet.
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In unserem Labor wurde gezeigt, dass durch orale Immunisierung von Mausen mit re-
kombinanten Yersinia spp.-Stimmen, die immunodominante LLO- bzw. p60-Epitope
exprimieren, eine antigenspezifische CD8* T-Zellantwort entsteht. Die gebildeten LLO-
bzw. p60-spezifischen CD8* T-Zellen vermitteln Schutz gegeniiber einer Infektion mit
Listeria monocytogenes (89;143;144;146;163). Fiir die Entwicklung eines wirksamen
Impfstammes ist es erforderlich, die schutzvermittelnde CD8* T-Zellantwort detailliert

zu charakterisieren.

C.1 DerY. ENTEROCOLITICA PYVAYOPP IMPFSTAMM

Die Yersinia enterocolitica AyopP Mutante wurde von Triilzsch et. al als Impfstamm be-
schrieben (163;164). Zur Konstruktion von Y. enterocolitica AyopP wurde das auf dem
pYV Plasmid lokalisierte yopP mittels ET-Klonierung durch eine kan" Kassette ersetzt
und in den plasmidlosen Y. enterocolitica WA-C Stamm transferiert (164). Das 70 kb
grofde pYV-Plasmid kodiert fiir das Typ III Sekretionssystem (T3SS) und dessen translo-
zierte Effektorproteine (,Yersinia outer proteins“, Yops). Das Ausschalten des YopP-
Proteins resultiert in einer verminderten Virulenz. Im C57/Bl6-Mausmodell kolonisiert
die AyopP-Mutante den Darm, die Peyerschen Plaques und verzogert Milz und Leber. Die
Tiere erholen sich im Gegensatz zur Wildtyp-Infektion von einer Infektion mit

Y. enterocolitica AyopP vollstandig (164).

Als Fusionsproteine, die tiber das T3SS in die Wirtszelle transloziert werden, wurden
YopEi-138/LL0s51-363/M45 und YopE1.138/p60130-477/M45 gewahlt, die auf dem von Riiss-
mann et. al beschriebenen Expressionsvektoren pHR430 und pHR414 kodiert sind
(Abbildung C 1) (143). Die AS 51-363 des Listeriolysin O (LLO) bzw. AS 130-477 des
p60-Proteins von L. monocytogenes sind an das YopE Fragment (AS 1-138), das die ge-
netische Information der Sekretions- und Translokationsdoméane von YopE enthalt, fusi-
oniert. Sowohl das LLO- als auch das p60-Fragment enthalten ein immunodominantes
H-2Kd abhdngiges CD8* T-Zellepitop an Position 91-99 (LLO91.99) und 217-225
(p60217-225). Zusatzlich liegt jeweils ein CD4* immunodominantes Epitop vor (Abbildung
C 1). Neben diesen antigenen Strukturen enthalt das Plasmid die genetische Information
fir das Chaperon SycE. Die gleichzeitige Expression von sycE mit yopE fiihrt zu einer

erhohten Effizienz der Translokation und Antigenprasentation der Listerienproteine
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(146). Am C-Terminus hangt ein M45-Epitop, welches sich vom adenoviralen E4-6/7-
Protein ableitet und die Detektion des Fusionsproteins mittels Immunoblot ermdéglicht

(126).

Der attenuierte Y. enterocolitica AyopP Stamm wurde mit den Expressionsvektoren
pHR430 und pHR414  transformiert. @ Die  Konstrukte Y. enterocolitica
AyopP (YopE/LLO/M45) und Y. enterocolitica AyopP (YopE/p60/M45) lagen zu Beginn
meiner Arbeit vor, und wurden von mir fiir die folgenden Immunisierungsstudien einge-
setzt. Der Stamm Y. enterocolitica AyopP ohne Expressionsvektor wurde als negative
Kontrolle eingesetzt. In der weiteren Arbeit werden die Stamme als AyopP(LLO),

AyopP(p60) und AyopP bezeichnet.

P CD8" Epitop CD4" Epitop
yopE / sycE
217-225 367-378
SycE I YOpEi.138 p60130-477 M45 pHRA414
* Epi CD4" Epit
PyopE/sch CD8 Epitop priop
91-99 189-200
SycE I YOpEi.133 LLOs1-363 M45 pHR430

Abbildung C 1: Schematische Darstellung der Fusionsproteine der Expressionsvektoren
pHR414 und pHR430.

Die Fusionsproteine bestehen aus YopE, mit Translokations-und Sekretionsdomdne, dem
immunodominanten Antigenen p60 oder LLO, sowie einem carboxyterminalen M45 Epitop. Zusatzlich
wird das Chaperon SycE exprimiert. Die Expression der Gene steht unter Kontrolle des Pyopg/sycc Promo-
tors.
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C.2  UBERPRUFUNG DER YOPP DELETIONSMUTANTE MITTELS SDS-PAGE

Die Deletion des auf dem pYV-Plasmids lokalisierten yopP-Gens der Y. enterocolitica
AyopP Mutante wurde tiberpriift, indem die sekretierten Yop-Proteine aus dem Kultur-
tiberstand isoliert, mittels SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und mit Coomassie ange-
farbt wurden. Yop-Proteine werden von Yersinia spp. bei 37 °C und unter Ca?* Mangel in
den Kulturiiberstand sekretiert. Im SDS-Gel aufgetrennt entsteht ein typisches Banden-

muster (77).

In Abbildung C 2 ist das typische Bandenmuster der sekretierten Yop-Proteine zu er-
kennen. Untersucht wurde Y. enterocolitica AyopP und zum Vergleich der Wildtyp
WA-314. Die schwarzen Pfeile markieren die Stelle an der das YopP-Protein sichtbar

sein miisste und zeigen deutlich, dass YopP nicht sekretiert wird.
C.3 T3SS-ABHANGIGE SEKRETION DER LLO-HYBRIDPROTEINE /N VITRO

Die Sekretion der Hybridproteine YopE/LLO/M45 und YopE/p60/M45 von
Y. entercolitica AyopP(LLO) und AyopP(p60) wurde mittels des C-terminalen M45-
Peptids durch einen Immunoblot liberpriift (s. B 11.4). Dazu wurden die Zelllysate und
die aus dem Kulturiiberstand aufgereinigten Proteine von AyopP(LLO) und AyopP(p60)
untersucht. Wie in Abbildung C 3 zu sehen ist, wurde sowohl im Zelllysat als auch aus
dem Uberstand das 43kDa grofle YopE/LLO/M45 und das 58kDa grofe
YopE/p60/M45 Protein durch anti-M45-Antikérper detektiert. Somit ist erwiesen, dass

die Fusionsproteine in den Uberstand sekretiert werden.
C.4 T3SS ABHANGIGE TRANSLOKATION DES LLO HYBRIDPROTEINS

Um die Translokation des Hybridproteins YopE/LLO/M45 in dendritische Zellen
(,dendritic cells“, DC) durch Y. entercolitica AyopP(LLO) und durch WA-314 (LLO) zu zei-
gen, wurden intrazellulare Fraktionen einer Imnmunoblot-Analyse unterzogen (s. B.12.4).
Wie in Abbildung C 4 zu sehen ist, wurde YopE/LLO/M45 in das Zytosol von DCs trans-
loziert. Weiterhin ist zu beobachten, dass von WA-314 und Y. entercolitica AyopP gleiche
Mengen an Protein transloziert wurden. Es konnte somit deutlich gezeigt werden, dass
eine Translokation von LLO-Hybridproteinen durch eine YopE-abhangige Expression

erreicht werden kann.
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AvopP WT
80 kba — —YopO
40 kba — — —YopM
50 kDa — — —YopH
35kDa — — —YopT, V Antigen
34kbDa — /v —YopP
25kba — - - —YopE

Abbildung C 2: Durch Y. enterocolitica WA-314 und Y enterocolitica AyopP sekretierte Proteine.

Das Coomassie Blau gefarbte SDS-Gel zeigt die sekretierten Yops des WT Stammes WA-314, sowie der
Mutante AyopP. Der schwarze Pfeil zeigt die Stelle an der YopP zu sehen sein miisste.

AyopP AyopP AyopP AyopP
(LLO) (p60) (LLO) (p60)

YopE/LLO/M45
43 kDa—
S ' ODE/p60/M45

® 0—
Zelllysat Uberstand

Abbildung C 3: T3SS-abhingige Sekretion der Hybridproteine YopE/LLO/M45 und
YopE/p60/M45
Mittels SDS-PAGE und Western Blot wurde die Sekretion der Fusionsproteine durch die rekombinan-

ten Y. enterocolitica AyopP Stimme mit den Vektoren pHR430 bzw. pHR414 in den Kulturiiberstand
gezeigt. Die YopE Fusionsproteine wurde mit einem M45-Antikérper detektiert

WT AyopP  WT AyopP
(LLO) (p60) (LLO) (p60)

43kDa— SR S S S\ opE/LLO/M45

@ ([
Zelllysate DC Lysate
adharente Bakterien

Abbildung C 4: Translokation von YopE/LLO/M45 in das Zytosol von DCs durch Y. entercolitica
AyopP(LLO) und Wildtyp-Stamm WA-314 (LLO)

Mittels Immunoblot wurde die Translokation der Fusionsproteine in DCs gezeigt. Die Abbildung zeigt
die Zelllysate der nicht-adhdrenten Bakterien und die Triton X-100 l6slichen DC-Lysate. Die Hybrid-
proteine wurden mittels Inmunoblot mit einem M45-Antikorper detektiert.
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C.5 NACHWEIS LLO- UND P60-SPEZIFISCHER CD8" T-ZELLEN MITTELS TETRAMER-

TECHNOLOGIE

Zu Beginn der Arbeit wurde die Anzahl p60- bzw. LLO-spezifischer CD8* T-Zellen nach
Immuninisierung mit dem Impfstamm Y. enterocolitica AyopP, der entweder LLO oder
p60 als Antigen exprimiert, bestimmt, um die Immunogenitiat der beiden Antigene im
CB6F1-Mausmodell zu testen. Dazu wurden Gruppen von sechs CB6F1-Mausen mit
Y. enterocolitica AyopP(p60) oder Y. enterocolitica AyopP(LLO) oral immunisiert und
3 Wochen nach Immunisierung mittels Tetramertechnologie und FACS-Analyse die
tetramerspezifischen CD8 T-Zellen bestimmt. Als Kontrolle wurde die Anzahl LLO-
spezifischer CD8+* T-Zellen von Y. enterocolitica AyopP ohne Expressionsvektor be-

stimmt.

Die Tetramertechnologie ist eine Methode der Immunologie, die die direkte Analyse an-
tigenspezifischer CD8* T-Zellen exvivo ermoglicht (9). Ein Tetramer besteht aus vier
Peptid-MHC-Klasse-I-Komplexen, die an fluorchrommarkiertes Streptavidin gebunden
sind. Das erlaubt die gleichzeitige Bindung an bis zu vier peptidspezifische
T-Zellrezeptoren (TCR), und verringert somit die Dissoziationsrate des Tetramers. Pep-
tid-MHC-Klasse-I-Tetramere binden zytotoxische T-Zellen (CTLs) mit einer Sensitivitat
von bis zu 1in 5000 CD8* T-Zellen (46). Dies erlaubt die Analyse von CTLs, die nur in
geringen Frequenzen vorkommen. Fiir die Detektion LLO- bzw. p60-spezifischer CTLs
wurden H2-K4#45/m:M/LLO91-99PE bzw. H2-Kd#45/mf;M/p60217-225PE-Tetramere,
im folgenden Text nur noch LLO91-99- bzw. p60217-225-Tetramer genannt, verwendet. Mit
Hilfe der antigenspezifischen Tetramerfirbung und weiteren Oberflaichenmarkern ist

eine sehr spezifische Analyse von CD8* T-Zellen mdglich.

Es wurden Splenozyten der drei Immunisierungsgruppen AyopP(LLO), AyopP(p60) und
AyopP mit LLO91.99- bzw. p60217-225-Tetramer, sowie CD8- und CD62L-Antikérpern ana-
lysiert. Uber den Oberflichenmarker CD62L (L-Selektin) wird der Aktivierungsstatus
der CD8* Tetramer* T-Zellen tberpriift. L-Selektin vermittelt in der Maus die Wande-
rung von T-Zellen in lymphatisches Gewebe. Die Expression von L-Selektin, ist bei akti-
vierten CD8* T-Zellen herunterreguliert (108). Wie in Abbildung C 5 A exemplarisch
dargestellt ist, konnten in den Milzzellen beider Immunisierungsgruppen aktivierte

LLOo91-99- bzw. p60217-225-spezifische CD8* T-Zellen nachgewiesen werden. Fiir beide
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Gruppen wurde der Mittelwert der CTL Frequenzen ermittelt: Die mit AyopP(LLO) oder
AyopP(p60) immunisierten Gruppen zeigen mit 0,38 % und 0,34 % vergleichbare Fre-
quenzen an antigenspezifischen CTLs. Betrachtet man die absoluten Zellzahlen der bei-
den Gruppen liegt die Anzahl der gebildeten Tetramer* CD8* T-Zellen bei einer Immuni-
sierung mit AyopP(LLO) bei 3,0 x 10# und bei AyopP(p60) bei 1,7 x 10* pro Milz (s. Ab-
bildung C 5 B). Vergleicht man die absolute Zellzahl als auch die Frequenz beider Impf-
stimme mittels T-Test kann kein signifikanter Unterschied festgestellt werden
(P 2 0,05). Fir die weiteren Immunisierungsstudien zur Charakterisierung der CD8*

T-Zellantwort wurde der Y. enterocolitica AyopP(LLO) Impfstamm gewahlt.

A
Y. enterocolitica AyopP(LLO) Y. enterocolitica AyopP(p60) Y. enterocolitica AyopP
0,38 0,04 (0,34 0,07 |D,02 0,06
c
(]
2
c
<
¢
N
T
92,3 91,7
CD62L
B
T
3 1.5x105-
N
)
o
[a)
+O 1.0x10°7
E T
=
R 5.0x10% T
E .
]
= L
2 AP(LLO)  AP(p60) AP

Abbildung C 5: Tetramerspezifische CD8+ T-Zellen nach oraler Immunisierung mit Y.
enterocolitica AyopP(LLO), AyopP(p60) und AyopP.

In zwei getrennten Versuchen wurde die Anzahl antigenspezifischer CD8+ T-Zellen bestimmt, indem
3 Wochen nach Immunisierung mit den Impfstimmen AyopP(LLO) und AyopP(p60) sowie AyopP die
Splenozyten mit Tetramer, CD8a- und CD62L-Antikdrpern gefarbt wurden. (A) Der counter plot zeigt
die Population aller CD8* T-Zellen mit der Frequenz (%) der aktivierten antigenspezifischen CD8+ T-
Zellen (Ag* und CD62L) (B) Die absolute Zellzahl der CD8* Tetramer* T-Zellen ist als Boxplot mit Me-
dian und Min- und Max-whiskers dargestellt (n= 6 Mause/ Gruppe).
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C.6 SCHUTZVERSUCH

Durch die Tetramerfarbung konnte gezeigt werden, dass die Immunisierung mit
AyopP(LLO) zur Bildung von LLOo91.99-spezifischen CD8* T-Zellen fiihrt. Es wurde nun
untersucht, ob diese Immunantwort ausreicht, um Schutz vor einer Infektion mit

Wildtyp L. monocytogenes im CB6F1-Mausmodell zu gewahrleisten.

L. monocytogenes ist ein fakultativ intrazellulares Bakterium, das das porenbildende Zy-
totoxin Listeriolysin O (LLO) freisetzt, um so ins Zytosol infizierter Wirtszellen zu gelan-
gen. LLO besitzt ein H2Kd-restringiertes immundominantes CD8-Epitop an der
Aminosaurestelle 91-99 (129;130). Das heif3t, die durch die Immunisierung generierten
LLOo91.99-spezifischen CD8* T-Zellen konnten in der Lage sein, Schutz gegentiber einer
L. monocytogenes-Infektion zu verleihen. Um dieser Frage nachzugehen, wurden mit
AyopP(LLO) und - als Kontrolle - mit AyopP und Listerien immunisierte Mause, sowie
eine Gruppe naiver Mduse, vier Wochen nach der Immunisierung mit einer letalen Dosis

von 1 x 105 L. monocytogenes 10403s intravends (i.v.) infiziert.

Drei Tage nach der Belastungsinfektion wurden die Milzen homogenisiert und die Kolo-
nie-bildenden Einheiten (KBE) der liberlebenden Listerien bestimmt (s. Abbildung C 6).
Die Kontrollgruppe, die mit einer subletalen L. monocytogenes-Dosis immunisiert wor-
den war (immune Kontrollgruppe), zeigte erwartungsgemafd Schutz gegeniiber der
Listerien-Belastungsinfektion. Wie in Abbildung C 6 zu sehen ist, konnten keine
Listerien in den Milzen nachgewiesen werden (0 Bakterien/Milz). Die naiven Mause
hingegen waren vollkommen ungeschiitzt gegeniiber der Listerien-Infektion. Es konnten
2,0x107+1,4 107 KBE in den Milzen detektiert werden. Aus den Miusen, die mit dem
AyopP Impfstamm, der kein heterologes Antigen exprimiert, immunisiert wurden, konn-
ten 1,5x 107 + 0,5 x 107 Listeria/Milz reisoliert werden. Damit liegt kein signifikanter

Unterschied zur naiven Gruppe vor (P > 0,05).

In mit AyopP(LLO) immunisierten Mdusen konnte dagegen partieller Schutz gegentiber
einer Listerieninfektion nachgewiesen werden. Es wurden mit 1,8 x 103 + 1,5x 103

Listerien/Milz um 4 logio weniger KBE reisoliert als in den naiven Mausen.
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L. monocytogenes 10304s -
]*
Y. enterocolitica AP (LLO) H
]*
Y. enterocolitica AP - ] *
Naive Kontrolle H
0 1 2 3 2 5 6 7 8

log,, Listeria/Milz

Abbildung C 6: In mit Y. enterocolitica AyopP(LLO) immunisierten Miusen generierter Schutz
nach Infektion mit letaler Dosis von L. monocytogenes 10304s

Gruppen von je 5 Mdusen wurde mit dem Impfstamm AyopP(LLO), mit L. monocytogenes als Positiv-
kontrolle und als Negativkontrolle mit AyopP, der kein YopE/LLO/M45 transloziert, immunisiert.
4 Wochen nach Immunisierung wurden diese Méduse und zusatzlich naive Mause mit 10> KBE von
L. monocytogenes infiziert und die KBE nach 72 h in der Milz bestimmt. Die Ergebnisse sind als logio
Mittelwert mit Standardabweichung angegeben. Sterne zeigen signifikante Unterschiede (P < 0,05).

C.7 CHARAKTERISIERUNG DER CD8 T-ZELLANTWORT

Durch eine Immunisierung mit dem Impfstamm Y. enterocolitica AyopP(LLO), der das
Fusionsprotein YopE/LLO/M45 in das Zytosol seiner Wirtszellen injiziert, werden
LLO*-spezifische CD8* T-Zellen generiert, die Schutz gegeniiber einer Listerieninfektion

vermitteln.

Die Komplexitit der T-Zellantwort macht eine genaue Charakterisierung der
spezifischen T-Zellen erforderlich. Dabei wurden neben der Quantitdt auch die Kinetik
der T-Zellantwort sowie die Verteilung der CD8 T-Zellsubpopulationen bestimmt. Des
Weiteren wurde in dieser Arbeit neben der phanotypischen Charakterisierung auch eine

funktionelle Charakterisierung durchgefiihrt.
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C71 KINETIK DER CD8+ T-ZELLEXPANSION

Um die Expansion der spezifischen CD8* T-Zellantwort nach der Immunisierung mit
Y. enterocolitica AyopP(LLO) zu untersuchen, wurden Gruppen von sechs CB6F1-Mdusen
oral immunisiert und Tetramerfarbungen mit den Splenozyten in Woche 1, 2, 3 und 4
nach Immunisierung durchgefiihrt und statistisch ausgewertet (,Graph Pad Prism“). Als
Negativkontrolle diente eine mit dem Stamm Y. enterocolitica AyopP immunisierte

Gruppe.

Die Kinetik der Tetramer* CD8* T-Zellexpansion ist als absolute Zellzahl aller
CD8* T-Zellen als Median in Abbildung C 7 A dargestellt. Eine Woche nach Immunisie-
rung konnten die ersten LLOg1.99-spezifischen CD8* T-Zellen in der Milz detektiert wer-
den (6,0 x103). Diese T-Zellantwort erreicht in der dritten Woche ihr Maximum
(2,4 x 104) (siehe Abbildung C 7 A). Betrachtet man neben den Median-Werten die Mit-
telwerte mit Standardabweichung (siehe Abbildung C 7 B) wird das Maximum, bedingt
durch die in Abbildung C 7 A dargestellten Ausreifser-Werte, bereits nach zwei Wochen
erreicht. In der Kontrollgruppe konnten keine LLO91.99-spezifischen CD8* T-Zellen de-
tektiert werden (s. Abbildung C 7 B).

Vergleicht man dieses Ergebnis mit anderen in der Arbeit durchgefiihrten Versuchen zur
Kinetik, sieht man, dass das Maximum der LLO91.99 spezifischen CD8* T-Zellen bis zur

dritten Woche nach Immunisierung erreicht wird (vgl. Kapitel C.7.3 und.C.8.3).
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Abbildung C 7: Kinetik der T-Zellentwicklung nach oraler Immunisierung mit Y. enterocolitica
AyopP(LLO)

Gruppen von je 6 Mausen wurden mit AyopP(LLO) und als Kontrolle mit AyopP, das kein
YopE/LLO/M45 Fusionsprotein exprimiert immunisiert. In Woche 1, 2, 3 und 4 nach Immunisierung
wurden Milzzellen aufgereinigt, mit LLO-Tetramer und CD8-Antikérper gefarbt und
durchflusszytometrisch untersucht. Es wurde der Median (A) und der Mittelwert (B) mit Standardab-
weichung der absoluten Zellzahlen bestimmt.
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cC/72 BILDUNG EINES IMMUNOLOGISCHEN GEDACHTNISSES

Die Grundvoraussetzung fiir die Wirksamkeit eines Impfstoffes ist die Bildung eines
immunologischen antigenspezifischen CD8* T-Zellgedachtnisses. Antigenspezifische
CD8* T-Zellen werden in drei Subpopulationen unterteilt: Effektorzellen (,Effector
T cells“, Tgc), Effektorgedachtniszellen (,Effector memory T cells“, Tem) und zentrale Ge-
dachtniszellen (,,Central memory T cells“, Tcum). Die Unterscheidung der drei Subpopulati-
onen ist im murinen Modell anhand von zwei Oberflaichenmarkern, CD62L und CD127,
moglich; L-Selektin (CD62L) wird bei aktivierten T-Zellen, d.h. Tgc und Tgm
herunterreguliert, der IL-7a Rezeptor (CD127) wird bei den Gedachtniszellen, d.h. Tgm
und Tcm, exprimiert. Wie in Abbildung C 8 graphisch dargestellt, ergeben sich daraus
folgende Phdnotypen: Tgc haben den Phanotypen CD127-/CD62L;, Tgm sind
CD127+/CD62L- und Tcm sind CD127+/CD62L* (86).

Abbildung C 8: Schematische Darstellung der
8 :qg CD8* T-Zellsubpopulationen

E ga Murine Antigenspezifische CD8* T-Zellen lassen
o Tem Q sich anhand der Oberflichenmarker CD127
n CD127*/CD62L" (x-Achse) und CD62L (y-Achse) phanotypisch
= unterscheiden. Die Darstellung zeigt schematisch
§ .g‘ &0%8 e eine Population an tetramerpositiven CD8*
8 e ] e QQ T-Zellen, die sich in Effektorzellen (Tgc) CD127-
7. °°%° w9 /CD62L, Effektorgedichtniszellen (Tem)
CD127/CD62L° |CD127'/CD62L" CD127+/CD62L- und zentrale Geddchtniszellen

(Tcm) CD127+/CD62L* unterteilen.

CD127 (IL-7 Rezeptor)

Um die Bildung von langlebigen Gedachtniszellen durch orale Immunisierung mit
AyopP(LLO) zu untersuchen, wurde in Woche 1,2,3und4 nach Immunisierung
Tetramerfarbungen mit gleichzeitiger Farbung der Oberflaichenmarker CD8, CD127 und

CD62L von Milzzellen durchgefiihrt und durchflusszytometrisch analysiert.

Es wurden Gruppen von CB6F1-Mdusen untersucht, die mit dem Impfstamm
AyopP(LLO) immunisiert wurden, sowie CB6F1-Mause, die mit L. monocytogenes 10304s
immunisiert wurden. Als Negativkontrolle wurden mit AyopP immunisierte Mause un-

tersucht (Daten nicht gezeigt).
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In Abbildung C 9 ist der zeitliche Ablauf des Auftretens der LLO91.99-spezifischen CD8*
T-Zellsubpopulationen dargestellt. Die relative Verteilung zeigt folgende Tendenzen: Die
Trc-Subpopulation ist in Woche 1 nach Immunisierung in beiden Immunisierungsgrup-
pen (L. monocytogenes und Y. enterocolitica AyopP(LLO)) die Grofdte (82 % und 56 %)
und sinkt bis Woche 4 auf Werte von 16 % und 4 % ab. Bei der mit Listerien immunisier-
ten Gruppe sinkt die Tgc-Subpopulation in dem Mafe, in dem die Tgm-Population an-
steigt. In der ersten Woche nach Immunisierung mit L. monocytogenes wurden
9 % Tewm-Zellen detektiert, die bis Woche 4 auf 64 % steigt. Dagegen wurde bei einer Im-
munisierung mit Y. enterocolitica AyopP(LLO) in der ersten Woche schon eine Tgm-
Frequenz von 34 % erreicht und bleibt dann auf einem Niveau von durchschnittlich
74 %. Die Tcu-Gedachtniszellen steigen bei Immunisierung von L. monocytogenes bzw.

Y. enterocolitica AyopP(LLO) bis zu einem Wert von 17 % bzw. 24 %.

In beiden Immunisierungsgruppen werden alle Subpopulationen LLO91.99-spezifischer
CD8* T-Zellen (Tgc, Tem, Tcm) generiert. Durch die Immunisierung mit AyopP(LLO) wer-

den jedoch deutlich mehr Tgm und weniger Tgc als bei Immunisierung mit Listerien ge-
bildet.
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Abbildung C 9: Bildung eines immunologischen Gedéchtnisses durch orale Immunisierung mit
dem Impfstamm Y. enterocolitica AyopP(LLO)

Gruppen von 5-8 CB6F1-Mausen wurden oral mit Y. enterocolitica AyopP(LLO) oder mit einer subleta-
len Dosis L. monocytogenes 10304s i.v. immunisiert. In Woche 1, 2, 3 und 4 nach Immunisierung, wur-
den die Milzen entfernt, und die Lymphozyten mit LLOg1.9o-Tetramer und CD8-, CD127- und CD62L-
Antikorpern gefarbt und durchflusszytometrisch untersucht. Die absolute Zellzahl (%) der LLOg1.99-

spezifischen CD8* T-Zellsubpopulationen Tgc (schwarz), Tem (dunkelgrau) und Tem (hellgrau) sind als
Mittelwerte mit Standardabweichung angegeben.
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C73 LOKALISATION DER CD8-SUBPOPULATIONEN

Die drei gebildeten T-Zellsubpopulationen haben unterschiedliche Funktionen im Kor-
per. Effektorzellen (Tgc) und Effektorgedachtniszellen (Tgm) sind tiberwiegend im peri-
pheren Gewebe lokalisiert, haben sofortige Effektorfunktion und sind in der Lage, IFNy
und TNFa zu produzieren. Tgm sind im Gegensatz zu Tgc langlebige Zellen, die nach Anti-
genkontakt sofortige Effektorfunktion erhalten. Tcm, die zentralen Gedachtniszellen sind
hauptsachlich in lymphatischem Gewebe zu finden. Diese Zellen haben keine direkten
Effektorfunktionen. Es sind langlebige Zellen, die eine starke Fahigkeit zur Proliferation
und Selbsterneuerung besitzen. Wie im vorherigen Kapitel beschrieben, konnten nach
einer Immunisierung mit AyopP(LLO) in der Milz iiberwiegend Tgm-Zellen nachgewiesen
werden. Aus diesem Grund wurde neben der Milz nun zusatzlich die Lymphknoten und
die Lunge auf das Vorhandensein von LLOo91.99-spezifischen CD8* T-Zellen tiberpriift. Die
Lymphknoten und die Milz gehéren zu den sekundéaren lymphatischen Organen, in de-
nen die Initiierung und Entwicklung der T-Zellen stattfindet. Neben diesen lymphati-
schen Organen wurde reprasentativ als nicht-lymphatisches Organ die Lunge unter-

sucht.

Es wurden Mause mit dem Impfstamm AyopP(LLO) und der Negativkontrolle AyopP, der
kein heterologes Antigen exprimiert, immunisiert und die Lymphozyten der Milz,
Lymphknoten und Lunge in Woche 1, 2, 3 und 4 nach Immunisierung isoliert und mit
Tetramer, CD8-, CD127- und CD62L-Antikoérpern gefarbt. Danach wurde die die absolute
Zellzahl der LLO91.99-spezifischen CD8* T-Zellen, sowie die absolute und relative Vertei-

lung der Subpopulationen bestimmt.

Betrachtet man nun zuerst die Kinetik der absoluten Zellzahlen aller LLO91.99-
spezifischen CD8* T-Zellen in den drei Organen in Woche 1, 2, 3 und 4 nach Immunisie-
rung kann man deutliche Unterschiede in der Zellzahl erkennen. Wie in Abbildung C 10
dargestellt, konnte aus der Lunge die grofdte Menge LLOog1.99-spezifischer CD8* T-Zellen
isoliert werden. Der grofdte Unterschied lag in Woche 2 vor; Hier konnten in der Lunge
2,9x 105 in der Milz 2,9x10% und im Lymphknoten 1,0 x 10* LLOo91-99-spezifische
CD8* T-Zellen detektiert werden.
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Abbildung C 10: Absolute Zellzahl der LLO* CD8* T-Zellen in Milz, Lunge und Lymphknoten in
Woche 1, 2, 3 und 4 nach oraler Immunisierung mit Y. enterocolitica AyopP(LLO)
Die absoluten Zellzahlen der LLO* CD8* T-Zellen nach Immunisierung mit AyopP(LLO) wurden in Wo-

che 1, 2, 3 und 4 aus Milz, Lunge und Lymphknoten durch Farbung mit Tetramer und CD8-Antikérper
bestimmt. Die Grafik zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichung (n= 6 Mause/Gruppe)

Die Verteilung der drei Subpopulationen in den Organen wurde als relative (Abbildung C
11) und absolute Verteilung (Abbildung C 12) bestimmt. Die absolute Zellzahl ermdg-

licht dabei eine bessere Prognose fiir die Schutzwirkung des Lebendvektors.

Die relative Anzahl der Tgc-Subpopulation (schwarze Balken) lag in Woche 1 nach Im-
munisierung in allen drei Organen bei etwa 40 % (Milz 38 %, Lunge 55 %, LK 45 %).
Danach unterscheidet sich die Entwicklung: In der Milz sinkt der Tgc-Anteil in Woche 2
auf 30 %, Woche 3 auf 10 %, bis auf 16 % in Woche 4. In der Lunge bleibt die Anzahl der
Tkc bis in Woche 4 hoch (29 %, 7 % und 40 %). In den Lymphknoten dagegen lassen sich
ab Woche 2 keine Tgc mehr nachweisen (2,5 %, 3,9 %, 0 %).

Die Tem-Subpopulation (dunkelgraue Balken) ist in allen drei Organen der dominieren-
de Zelltyp. In der Milz wurden Werte von 61 % in Woche 1, 67 % in Woche 2,
80 % in Woche 3 und 79 % in Woche 4 erreicht. In der Lunge steigt die Tem-Population
von 44 % in Woche 1 bis zu ihrem Maximum von 90 % in Woche 3, um dann in Woche 4
einen Wert von 55 % zu erreichen. Auch in den Lymphknoten ist die Tgm-Population mit
33 %, 61 %, 54 % und 73 % die am starksten vertretene Gruppe.

Die Tcm-Subpopulation (hellgrauer Balken) ist in Milz und Lunge nur schwach vertre-
ten. Sie erreicht Maximalwerte von 5 %. In den Lymphknoten konnen dagegen bis zu

35 % nachgewiesen werden.
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Abbildung C 11: Relative Verteilung der LLO-spezifischen CD8* T-Zellsubpopulationen in der
Milz, den Lymphknoten und der Lunge nach oraler Immunisierung mit dem Impfstamm
Y. enterocolitica AyopP(LLO)

Die relative Verteilung der Tgc- (schwarz), Tgm- (dunkelgrau) und Tem- (hellgrau) Subpopulationen
wurden in (A) der Milz, (B) der Lunge und (C) den Lymphknoten in Woche 1, 2, 3 und 4 nach Immuni-
sierung mit dem Impfstamm Y. enterocolitica AyopP(LLO) bestimmt, indem die Lymphozyten mit
Tetramer, CD8-, CD127- und CD62L-Antikorpern gefarbt und anschliefend durchflusszytometrisch un-
tersucht wurden. Die Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte mit Standardabweichung in Prozent
(n= 6 Mause/Gruppe).

Neben der relativen Verteilung der LLOo91.99-spezifischen CD8* T-Zellsubpopulationen
Tgc, Tem und Tcm wurden auch deren absoluten Zellzahlen in der Milz, Lunge und den
Lymphknoten bestimmt. Die absolute Menge der LLOo9i.99-spezifischen CD8*
T-Zellsubpopulationen Tgc, Tem und Tcm der drei Organe in Woche 1, 2, 3 und 4 nach
Immunisierung ist in Abbildung C 12 dargestellt:

In Woche 1 nach Immunisierung konnten sowohl in der Milz, als auch in Lunge und
Lymphknoten, nur eine geringe Anzahl aller LLO* CD8* Subpopulationen detektiert
werden. Es kamen in der Milz 3,4 x 103 Tk, 3,7 x 103 Tgm und 0 Tcm vor, in der Lunge 990
Tkc, 891 Tem und 0 Tem und in den Lymphknoten 741 Tgc, 542 Tem und 272 Tcm.

In Woche 2 kam es in allen drei Organen zur Expansion: In Milz, Lunge und Lymphkno-
ten wurden hauptsachlich Tem-Zellen detektiert (1,8 x 104, 1,9 x 103, 5,8 x 103), Tgc konn-
ten nur aus Milz und Lunge isoliert werden (1,1 x 10# und 9,9 x 104) und T¢m kamen nur
in den Lymphknoten vor (3,0 x 103).

In Woche 3 kam es in Milz und Lunge zu einem starken Abfall der Tgc und geringem Ab-
fall der Tem-Population. In den Lymphknoten konnten dhnliche Werte wie in Woche 2

erreicht werden (Werte s. Abbildung C 12).
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In Woche 4 kommt es zu einem starken Abfall der T-Zellpopulationen in allen drei Or-
ganen. Die Tgc-Subpopulation ist in Milz und Lymphknoten kaum mehr nachweisbar
(1,7 x 103 und 1,3 x 104). Tem sind in Milz, Lunge und Lymphknoten (8,3 x 103, 1,8 x 104
und 2,5 x 103) vorhanden. Tc¢u-Zellen kommen mit 1,8 x103 Zellen am meisten in den
Lymphknoten vor. In der Milz und der Lunge konnte eine geringere Anzahl an Tcwm iso-

liert werden (1,7 x102 und 6,7 x 102).
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Abbildung C 12: Absolute Verteilung der LLO-spezifischen CD8+ T-Zellsubpopulationen in der
Milz, den Lymphknoten und der Lunge nach oraler Immunisierung mit dem Impfstamm
Y. enterocolitica AyopP(LLO)

Die absoluten Zellzahlen der Tgc- (schwarz), Tem- (dunkelgrau) und Tcem- (hellgrau) Subpopulationen
wurden in (A) der Milz, (B) der Lunge und (C) den Lymphknoten in Woche 1, 2, 3 und 4 nach Immuni-
sierung mit dem Impfstamm Y. enterocolitica AyopP(LLO) bestimmt, indem die Lymphozyten mit
Tetramer, CD8-, CD127- und CD62L-Antikérper gefarbt und anschlieffend durchflusszytometrisch un-
tersucht wurden. Die Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte mit Standardabweichung
(n= 6 Mause/Gruppe).

Die Untersuchung der Milz, Lunge und Lymphknoten zeigen, dass in allen drei Organen
LLOo91.99-spezifische CD8 T-Zellen isoliert werden konnten. Die grofdte Anzahl war in der
Lunge nachweisbar. Dabei wurden alle Subpopulationen LLO91.99-spezifischer CD8*
T-Zellsubpopulationen gebildet. Trc-Zellen wurden hauptsachlich in Milz und Lunge de-
tektiert, die hochste Zellzahl lag hier in Woche 2 vor. Die Tgm-Subpopulation war, wie
schon fiir die Milz gezeigt, auch in der Lunge und den Lymphknoten die am starksten
vertretene Population. Die Tcm-Subpopulation konnte in jedem Organ nachgewiesen

werden, der héchste Anteil war jedoch in den Lymphknoten zu finden.
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C.74 BILDUNG IFN y-PRODUZIERENDER CD8" T-ZELLEN

LLO-spezifische CD8* T-Zellen wurden mittels Tetramertechnologie und FACS-Analyse
identifiziert. Eine andere Moglichkeit ist die Identifizierung mittels intrazelluldrer
Zytokinfarbung (ICC). Bei der ICC wird die durch Restimulierung der LLO-
spezifischen CD8* T-Zellen mit dem spezifischen Antigen (LLO) gebildete IFNy-Menge
gemessen. Auf diese Weise kann somit auch die Funktionalitdt der T-Zellen Uberpriift
werden. IFNy ist ein Zytokin, das von aktivierten T-Zellen produziert wird und anti-
mikrobielle Effekte vermittelt. IFNy vermittelt das Anlocken von Leukozyten und Mak-
rophagen, und fiihrt zu Wachstum, Reifung und Differenzierung unterschiedlicher Zell-

typen, wie Natiirlichen Killerzellen und B-Zellen (155).

Um zu kliren, ob es sich bei den aktivierten LLO*CD8+* T-Zellen um CTLs mit
Effektorfunktion handelt, die in der Lage sind IFNy zu bilden und somit die
Immunantwort zu modulieren, wurden Splenozyten 4 Wochen nach Immunisierung mit
Y. enterocolitica AyopP(LLO) isoliert und eine intrazelluldrer Zytokinfarbung (ICC)
parallel zu einer Tetramerfarbung (s.C.4) durchgefihrt. Fir die ICC wurden die
Splenozyten mit dem LLO91.99'Peptid stimuliert, um so die IFNy-Produktion anzuregen.
Danach wurde mit Antikérpern, spezifisch fiir CD8, IFNy und CD62L gefarbt. Als
Negativkontrollen wurden die Milzzellen zum einen mit LLOg1.99-Peptid stimuliert und
mit einem [sotyp-Antikorper gefarbt, und zum anderen mit Acetonitril stimuliert und
wie die LLOogi.99-stimulierten Proben behandelt. Die Daten werden nicht gezeigt

(IFNy* CD8* T-Zellen < 0,05 %).

Es konnte eine Frequenz von 0,28 % LLO-spezifischen CD8* T-Zellen und 0,41 %
[FNy-produzierenden CD8* T-Zellen detektiert werden, wie in Abbildung C 13 A

exemplarisch dargestellt ist.

Vergleicht man die absolute Zellzahl [FNy-produzierender Zellen (3,6 x 10%) mit den
detektierten LLO* CD8* T-Zellen (3,1x104) ist kein signifikanter Unterschied zu
erkennen (P> 0,05) (s. Abbildung C 13 B). Die durch orale Immunisierung generierten

LLO-spezifischen CD8* T-Zellen sind in der Lage, IFNy zu produzieren.
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Abbildung C 13: Vergleich der Frequenz LLOoi.99-spezifischer CD8 T-Zellen und IFNy-
produzierender LLOoq199-spezifischer CD8 T-Zellen nach oraler Immunisierung mit dem Impf-

stamm AyopP(LLO)

Die Anzahl IFNy-produzierender Zellen wurde mittels intrazellulirer Zytokinfirbung und FACS-
Analyse bestimmt. Splenozyten wurden mit LLO-Peptid stimuliert und mit CD8-, CD62L- und IFNy-
Antikorpern gefarbt. Parallel wurde eine Tetramerfirbung (LLO-Tetramer, CD62L- und CD8-
Antikorper) mit anschlieffender FACS-Analyse durchgefiihrt. (A) Die Counter Plots zeigen beispielhaft
die Population an CD8* T-Zellen mit der Frequenz (%) an IFNy-spezifischen(IFNy*, CD62L-) und LLO-
spezifischen (LLO*, CD62L-) CD8* T-Zellen. (B) Der Dot Plot zeigt die absolute Zellzahl der aus der Milz
isolierten IFNy- und LLO-spezifischen CD8* T-Zellen als Median (Strich) (n = 7 Mause/Gruppe).
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C75 EFFEKTORFUNKTION DER CTLS IN VIVO

Die Fahigkeit der LLO91.99-spezifischen CD8 T-Zellen, IFNy zu produzieren wurde ex vivo
nachgewiesen. Neben dieser Fahigkeit haben CTLs zytotoxische Funktionen und kénnen
durch die Bildung von Granzym und Perforin zu Apoptose bzw. Lyse der infizierten Zelle

fiihren.

Die zytotoxischen Aktivitat der antigenspezifischen T-Zellen wurde nun in vivo iiber-
prift. Dazu wurde 4 Wochen nach Immunisierung mit dem Impfstamm
Y. enterocolitica AyopP(LLO) ein in vivo Zytotoxizitatsassay durchgefiihrt. Wie in Kapitel
B.15.3 beschrieben, wurden mit LLO9i.99-Peptid beladene und nicht-beladene
Splenozyten in immunisierte und naive Mduse injiziert, aus der Milz reisoliert und deren
Quantitat nach 20 h bestimmt. Die Unterscheidung zwischen mit LLOg1.99-Peptid bela-
denen und unbeladenen Zellen, erlaubt die Farbung mit unterschiedlichen Konzentrati-
onen an CFSE. Aus dem Verhaltnis dieser beiden Zellpopulationen aus immunisierten
Mausen und nicht-immunisierten Mausen wurde die spezifische Lyse (s. B.15.3) berech-

net.

Mit Y. enterocolitica AyopP(LLO) immunisierte Mduse haben eine spezifische Lyse von
63,6 %. Wie in Abbildung C 14 zu erkennen ist, hat sich die Anzahl der mit LLO91.99-
beladenen Zellen (CFSEnoch) im Vergleich zu den nicht-beladenen Zellen (CFSEniedrig) ver-
ringert. Dies ist bei den naiven Miusen nicht der Fall. Ubereinstimmend mit den detek-
tierten Tetramer* CD8* T-Zellpopulationen konnten eine zytotoxische Effektorfunktion

der LLO* CD8* T-Zellen in vivo nachgewiesen werden.

Naive Kontrolle AyopP(LLO)

Histogramm

CFSE

Abbildung C 14: Messung der zytotoxischen Effektorfunktion in vivo nach oraler Imnmunisierung
mit dem Impfstamm Y. enterocolitica AyopP(LLO).

Milzzellen von naiven Mausen wurden mit LLOo1.99-Peptiden beladen und mit einer hohen Konzentra-
tion an CFSE markiert. Nicht-beladene Milzzellen wurden als Kontrolle mit einer niedrigen Konzentra-
tion an CFSE markiert. Eine 1:1 Mischung dieser Zellen wurde naiven Mausen und mit dem Impfstamm
AyopP(LLO) immunisierten Mausen i.v. injiziert. Das Histogramm zeigt das Verhéltnis von peptid-
beladenen zu unbeladenen Zellen, die 20 h nach Injektion aus den Milzen der Mause reisoliert und
durchflusszytometrisch untersucht wurden. (n= 8 Mause/Gruppe)
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C/76 PROLIFERATIONSVERMOGEN

Es konnte bisher gezeigt werden, dass LLO91.99-spezifische CD8 T-Zellen gebildet wer-
den, die in der Lage sind, Mause vor einer Infektion mit L. monocytogenes zu schiitzen.
Dabei werden neben Effektorzellen (Tkc), Effektor- und zentrale Gedachtniszellen (Tem
und Tcm) gebildet, die Langzeitschutz vermitteln. Fiir eine volle Funktionsfahigkeit miis-
sen die Gedachtniszellen nach Antigenkontakt zur Proliferation fahig sein. Tcu-Zellen
haben die stirkste Proliferationsfahigkeit, Tem-Zellen kénnen schwach proliferieren,
wohingegen Tgc-Zellen nicht in der Lage sind zu proliferieren (88). Um zu priifen, ob die
durch Immunisierung mit AyopP(LLO) generierten LLO91-99-spezifischen CD8* T-Zellen
diese Fahigkeit besitzen, wurde ein Proliferationsassay mit BrdU durchgefiihrt. BrdU ist
ein Thymidin-Analogon, das sich bei der DNA-Synthese in den DNA-Strang einlagert.
Durch Farbung mit einem spezifischen anti-BrdU-fluoreszenzmarkierten Antikérper

konnen so neugebildete Zellen detektiert werden.

Es wurden Mause mit AyopP(LLO) und - als Kontrollen - mit AyopP und
L. monocytogenes 10304s immunisiert und nach 4 Wochen mit einer letalen Dosis
L. monocytogenes infiziert. Zusatzlich wurde den Tieren BrdU intraperitoneal injiziert
und iiber das Trinkwasser verabreicht. 5 Tage nach Infektion wurden die Milzzellen iso-
liert und mit fluoreszenzmarkierten anti-BrdU-Antikérper, LLO91.99-Tetramer und den
Antikorpern, die gegen die Oberflichenmarker CD8, CD127 und CD62L gerichtet sind,
gefarbt. Dadurch wurden BrdU+* LLO* CD8* T-Zellen bestimmt (Abbildung C 15 A):

Bei der mit AyopP(LLO) immunisierten Gruppe konnten 8,4 % *5,9 % LLO*CD8*
T-Zellen, die BrdU in die DNA eingebaut hatten, detektiert werden. Bei Immunisierung
mit L. monocytogenes wurde eine Frequenz von 4,9 % * 1,3 % ermittelt. Zwischen den
beiden Immunisierungsgruppen liegt kein signifikanter Unterschied vor (P > 0,05). Das
bedeutet, dass die durch Immunisierung mit AyopP(LLO) gebildeten LLOg1-99-
spezifischen CD8+* T-Zellen (s. Kapitel C.4 und C.6.1) dieselbe Fahigkeit zur Proliferation

haben, wie durch Immunisierung mit L. monocytogenes generierte CTLs.

Die relative Verteilung der LLOg1.99-spezifischen BrdU+* CD8+* T-Zellsubpopulationen ist
in Abbildung C 15 B dargestellt. Die LLO* BrdU* CD8* T- Zellen der mit L. monocytogenes
immunisierten Kontrollgruppe setzen sich zu 40 % aus Tgc, zu 6,4 % aus Tem und zu
53 % aus Tcm zusammen. In den mit dem Impfstamm AyopP(LLO) immunisierten Mau-

sen wurden 26 % Tkc, 13,4 % Tem und 60 % Tcm nachgewiesen. Vergleicht man von bei-
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den Immunisierungsgruppen die jeweiligen Ergebnisse der Subpopulationen mittels
Mann-Whitney-Test, ergeben sich keine signifikanten Unterschiede (P > 0,05). Die Tcum-

Subpopulation ist die grofdte, gefolgt von den Tgc-Zellen. Tgm-Zellen lassen sich kaum

nachweisen.
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Abbildung C 15: In vivo Proliferationsfihigkeit der durch Immunisierung mit Y. enterocolitica
AyopP(LLO) und L .monocytogenes gebildeten LLOo91.99-spezifischen CD8* T-Zellen.

4 Wochen nach Immunisierung mit dem Impfstamm Y. enterocolitica AyopP(LLO) oder einer subletalen
Dosis L.monocytogenes, wurden die Tiere einer Listerien-Belastungsinfektion mit gleichzeitiger Gabe
von BrdU unterzogen. Nach 5 Tagen wurden die Tiere getdtet und die Milzzellen mit LLOg1.99-
Tetramer, antiBrdU-, CD8-, CD62L- und CD127-Antikérpern gefarbt und durchflusszytometrisch un-
tersucht. (A) Der counter plot zeigt die Population der CD8*T-Zellen mit den Mittelwerten der LLOg1.90-
spezifischen BrdU+* CD8+* T-Zellen beider Immunisierungsgruppen und der Kontrollgruppe. (B) Das
Balkendiagramm zeigt die prozentuale Verteilung der Tgc (schwarz), Tem (dunkelgrau) und Tem (hell-

grau) Subpopulationen nach Proliferation als Mittelwerte mit Standardabweichung.
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C.8 DEeR IMPFSTAMM Y. ENTEROCOLITICA IM VERGLEICH MIT DEM IMPFSTAMM

S. TYPHIMURIUM

In  unserem Labor, wurde nicht nur gezeigt, dass der Impfstamm
Yersinia enterocolitica AyopP, der das Fusionsprotein YopE/LLO/M45 exprimiert, eine
zytotoxische Immunantwort hervorruft, sondern auch der Impfstamm Salmonella
typhimurium SB824. Dieser ist wie der Y. enterocolitica AyopP-Impfstamm in der Lage,
mittels T3SS heterologe Antigene in Wirtszellen zu translozieren und MHC Klasse I-

restringent zu prasentieren (144;145).

Um das Potenzial beider Impfstimme als neuartige Lebendtragerimpfstoffe zu verglei-
chen, wurden Immunisierungsstudien mit beiden Impfstimmen durchgefiihrt. Neben
der Charakterisierung der zytotoxischen T-Zellantwort, wurde deren Schutzwirkung

bestimmt und die Virulenz der beiden Impfstimme im Mausmodell verglichen.

C.8.1 DER IMPFSTAMM S. TYPHIMURIUM

Der Stamm Salmonella typhimurium SB824 ist ein durch Mutationen der aroA- und sptP -
Gene attenuierter Impfstamm (82). Dieser Stamm wurde mit dem Expressionsvektor
pHR231 transformiert, welcher wie der Expressionsvektor pHR430 aus dem Fusions-
protein YopE/LLO/M45 sowie dem Chaperons SycE aufgebaut ist (s. auch Abbildung C
1) (144). Damit das Fusionsprotein und das Chaperon in S.typhimurium SB824
exprimiert werden konnen, steht ihre Transkription jedoch unter Kontrolle des lac-

Promotors (144).

Das Konstrukt S. typhimurium SB824 (YopE/LLO/M45) lag zu Beginn meiner Arbeit vor.
Die T3SS-abhangige Sekretion des Fusionsproteins wurde wie in Kapitel C.2 beschrieben

mittels Immunoblot gezeigt (Daten nicht abgebildet).
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C.8.2 VIRULENZ IM MAUSMODELL

Um die Persistenz beider Impfstimme im CB6F1-Mausmodell im Vergleich zu zeigen,
wurde eine Kolonisierungsstudie durchgefiihrt. Dazu wurden Gruppen von je 5 CB6F1-
Mdusen mit 1x10° KBE des Y. enterocolitica AyopP(LLO)- und S. typhimurium
SB824(LLO)- Impfstammes oral immunisiert. An den Tagen 2, 3, 4, 8 und 15 wurden die
Anzahl der iiberlebenden Bakterien im Diinndarm, den Peyerschen Plaques, Lymphkno-
ten, Milz und Leber bestimmt, indem Verdiinnungsreihen ausgezahlt wurden. Das De-
tektionslimit liegt bei 100 KBE fiir den Diinndarm, 50 KBE fiir die Leber und 10 KBE fiir
Milz, Lymphknoten und Peyerschen Plaques. Die Ergebnisse sind als Balkendiagramm

mit Mittelwert und Standardabweichung in Abbildung C 16 dargestellt:

Nach oraler Immunisierung mit dem Impfstamm Y. enterocolitica AyopP(LLO) konn-
ten zu allen Zeitpunkten Bakterien aus dem Diinndarm, den Peyerschen Plaques und
den Lymphknoten isoliert werden. Aus der Milz wurden von Tag 2 bis Tag 4 Bakterien
isoliert, wobei der Maximalwert an Tag 3 (3 x 102 KBE) erreicht wurde. Die Besiedelung

der Leber erfolgte nur vereinzelt an Tag 3 und 4.

Bei oraler Immunisierung mit dem Impfstamm S. typhimurium SB824(LLO) konnten
aus dem Diinndarm von Tag 2 (5 x 103 KBE) bis Tag 4 Bakterien isoliert werden. Die
Peyerschen Plaques waren an allen Tagen besiedelt, das gleiche gilt fiir die Lymphkno-
ten, aus denen jedoch an Tag 3 keine Salmonellen isoliert werden konnten. Aus der Milz
konnten ab Tag 3 Bakterien isoliert werden, die bis Tag 15 nachgewiesen werden konn-

ten. Die Leber war von Tag 4 bis Tag 8 besiedelt.

Der Impfstamm Y. enterocolitica AyopP(LLO) lief3 sich zu jedem Zeitpunkt aus dem Darm
isolieren, wohingegen S. typhimurium SB824(LL0O) hier nur bis Tag 4 nachweisbar war.
S. typhimurium besiedelte allerdings die Milz langer als Y enterocolitica, die nur bis Tag 4

aus der Milz isoliert werden konnte.
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Abbildung C 16: Kolonisierung

von
Y. enterocolitica AyopP(LLO)
und

S. typhimurium SB824(LLO).

Kolonisierung des Diinndarms
(DD), der Peyerschen Plaques
(PP), Lymphknoten (LK), Milz
und Leber von CB6F1 Mausen
nach oraler Immunisierung mit
1x 10°

Y. enterocoliticaAyopP(LLO) oder

S. typhimurium SB824(LLO). Die
Mause wurden an Tag 2, 3, 4, 8

und 15 nach Infektion getotet, die

Organe homogenisiert und Ver-

diinnungsreihen ausplattiert. Die

KBE sind logarithmisch als Mit-

telwert mit Standardabweichung

dargestellt. Um die Signifikanz

zwischen den beiden Stimmen zu

bestimmen, wurde ein Mann

Whitney Test durchgefiihrt. Signi-

fikante Unterschiede (P <0,05)
sind durch einen Stern gekenn-
zeichnet. (n=5 Mause/Gruppe)
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C.8.3 CHARAKTERISIERUNG DER CD8 T-ZELLANTWORT

Um den Einfluss der unterschiedlichen Kolonisierung der Impfstimme
Y. enterocolitica AyopP(LLO) und S. typhimurium SB824(LLO) auf die T-Zellantwort zu
vergleichen, wurde die Entwicklung der LLOog1-99-spezifischen CD8* T-Zellen, sowie die
Verteilung der Subpopulationen Tgc, Tem und Tcm zZu verschiedenen Zeitpunkten be-
stimmt. Dazu wurden je 2 Gruppen CB6F1-Mdause mit Y. enterocolitica AyopP(LLO) oder
S. typhimurium SB824(LL0O) mit einer KBE von 1 x 10° oral immunisiert, die Milzen wur-
den in Woche 1, 2, 3 oder 4 nach Immunisierung entnommen, die Lymphozyten
aufgereinigt und mit LLO-Tetramer, CD8-, CD127- und CD62L-Antikorper gefarbt. Da-

nach wurden die Zellen durchflusszytometrisch analysiert.

Die Kinetik der T-Zellenwicklung ist als Counter Plot mit den LLO91.99-spezifischen CD8*
T-Zellfrequenzen (%) (Abbildung C 17 A) und als Diagramm mit den absoluten Zellzah-
len (Abbildung C 17 B) als Mittelwerte dargestellt.

Die Counter Plots (Abbildung C 17 A) zeigen deutlich, dass nach Immunisierung mit
Y. enterocolitica yopP(LLO) in der ersten Woche LLO9i.99-spezifische CD8* T-Zellen
(0,14 %) isoliert wurden, nach Immunisierung mit S. typhimurium SB824(LLO) konnten
in der ersten Wochen keine LLO91.99-spezifischen CD8* T-Zellen (0,02 %) isoliert wer-
den. Hier konnten erst in Woche 2 LLO91.99-spezifische CD8* T-Zellen nachgewiesen
werden (0,58 %). Das Maximum der T-Zellexpansion wird bei beiden Immunisierungs-

gruppen in der dritten Woche erreicht.

Auch die absoluten Zellzahlen (Abbildung C 17 B) zeigen, dass nach Immunisierung mit
Y. enterocolitica AyopP(LLO) die spezifische T-Zellantwort in der ersten Woche und nach
Immunisierung mit S. typhimurium SB824(LLO) in der zweiten Woche einsetzt und in
der dritten Woche nach Immunsierung in beiden Immunisierungsgruppen das Maxi-

mum erreicht.

Vergleicht man die gebildeten LLO91.99 spezifischen CD8* T-Zellen der beiden Impf-
stimme mittels Mann Whitney Test, kann zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unter-
schied festgestellt werden (P > 0,05). Damit unterscheiden sich die beiden Impfstimme

hinsichtlich der Quantitit der T-Zellantwort nicht.
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Abbildung C 17: Kinetik der T-Zellexpansion nach Immunisierung mit Y. enterocolitica

Gruppen von 5-8 Maiusen wurden mit Y.enterocolitica AyopP(LLO) oder mit S. typhimurium
SB824(LLO) oral immunisiert. In Woche 1, 2, 3 und 4 nach Immunisierung, wurden die Milzen entfernt,
und die Lymphozyten mit LLOg1.9o-Tetramer und CD8-Antikorper gefiarbt und durchflusszytometrisch
untersucht. (A) Die Counter Plots zeigen die Populationen an CD8* T-Zellen mit den Frequenzen (%)
der LLOgi-99-spezifischen CD8* T-Zellen (B) Die absoluten Zellzahlen sind als Mittelwerte mit Stan-
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In Abbildung C 18 sind die Unterschiede beider Immunisierungsgruppen in der Vertei-
lung der LLOo91.99-spezifischen CD8 T-Zellsubpopulationen dargestellt. Es wurde das re-
lative Verhdltnis, sowie die absoluten Zellzahlen der Effektorzellen (Tkc),

Effektorgedachtniszellen (Tgm) und zentralen Gedachtniszellen (Tcm) bestimmt.

Wie schon beschrieben wurde, ist die geringe Anzahl an der Tgc-Zellen und die starke
Prasenz der Tem-Subpopulation charakteristisch nach Immunisierung mit
Y. enterocolitica AyopP(LLO). Nach Immunisierung mit S. typhimurium SB824(LLO) setzt
die LLO91-99-spezifische CD8 T-Zellantwort erst in Woche 2 nach Immunisierung ein. Die
somit zeitversetzte Immunantwort besteht in der zweiten Woche aus 81 % Tgc, 10 %
Tem und 2,6 % Tcum. Der Anzahl der Tgc-Subpopulation sinkt dann zugunsten der Tgm- und
Tcm-Subpopulationen, die beide bis in Woche 4 ansteigen. D.h., das im Gegensatz zur
Immunisierung mit Y. enterocolitica AyopP(LLO) eine h6here Anzahl an Tgcund geringe-

re Anzahl an Tgm vorliegt.

Betrachtet man die absoluten Zellzahlen, zeigt sich, dass bei einer Immunisierung mit
S. typhimurium SB824(LLO) hauptsachlich Tgc gebildet werden (3,0 x 104), wohingegen
bei Immunisierungen mit Y. enterocolitica AyopP(LLO) die Tem zahlenmaf3ig tiberwiegen

(4,1 x 104).

In beiden Immunisierungsgruppen werden alle drei LLOg1.99-spezifischen CD8
T-Zellsubpopulationen Tgc, Tem und Tcm gebildet. Bei Y. enterocolitica AyopP(LLO) sind
die Tem-Zellen die grofdte Gruppe, wohingegen bei Immunisierung mit S. typhimurium
SB824(LLO) die Tgc-Subpopulation iiberwiegt. Zentrale Gedachtniszellen sind in Wo-

che 4 in beiden Gruppen nachweisbar.
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Abbildung C 18: Relative und absolute Verteilung der LLO9.9o-spezifischen CD8
T-Zellsubpopulationen nach Immunisierung mit Y. enterocolitica AyopP(LLO) und
S. typhimurium SB824(LLO)

Gruppen von 5-8 Maiusen wurden mit Y.enterocolitica AyopP(LLO) oder mit S. typhimurium
SB824(LLO) oral immunisiert. In Woche 1, 2, 3 und 4 nach Immunisierung, wurden die Milzen entfernt,
und die Lymphozyten mit LLOg1.99-Tetramer und CD8-, CD127- und CD62L-Antikdrpern gefarbt und
durchflusszytometrisch untersucht. Die Anzahl der LLOo1.99 spezifischen CD8* T-Zellsubpopulationen
Tkc (schwarz), Tgm (dunkelgrau) und Tem (hellgrau) sind als (A) Frequenz (%) und (B) absolute Zellzahl
als Mittelwerte mit Standardabweichung angegeben.
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C.8.4 SCHUTZVERSUCH

Um zu bestimmen, ob sich die unterschiedliche Verteilung der LLO91.99-spezifischen CD8
T-Zellsubpopulationen Tgc, Tem und Tcm auf den Schutz auswirkt, wurde eine Belastungs-

infektion mit einer letalen Dosis L. monocytogenes durchgefiihrt.

Dazu wurden Gruppen von je 8 CB6F1-Mausen mit je 1x10°? Y.enterocolitica
AyopP(LLO) oder S. typhimurium SB824(LLO) oral immunisiert. Als Kontrolle wurden
Maéduse mit 1 x 103 L. monocytogenes 10304s intraperitoneal immunisiert. Die Immuni-
sierungsgruppen sowie eine Gruppe naiver Mduse wurden mit einer letalen Dosis von
1x 10> L. monocytogenes 10403s i.v. infiziert. Drei Tage nach der Belastungsinfektion
wurden die Milzen homogenisiert und die KBE der iiberlebenden Listerien bestimmt (s.

Abbildung C 19).

Bei der mit einer subletalen L. monocytogenes-Dosis immunisierten Kontrollgruppe
wurden 39 * 32 Bakterien/Milz isoliert. Die naiven Mause hingegen waren vollkommen
ungeschiitzt gegeniiber der Listerien-Infektion. Es konnten 3,5x 107 + 1,7 x 10’KBE in
den Milzen detektiert werden. In den mit dem Impfstamm Y. enterocolitica AyopP(LLO)
immunisierten Mausen wurden 786 £ 501 Listeria reisoliert; Bei Immunisierung mit
S. typhimurium SB824(LLO) wurden 496 + 410 KBE isoliert, das ist 1 logio Stufe mehr als
bei der mit Listerien immunisierten Kontrollgruppe und 5 logio Stufen weniger als bei
den naiven Madusen. Somit liegt bei einer Immunisierung mit AyopP(LLO) und
SB824(LLO) Schutz gegeniiber einer Listerieninfektion vor. Zwischen den Immunisie-
rungsgruppen Listerien/SB824(LLO) und Listerien/AyopP(LLO) liegt ein signifikanter
Unterschied (P > 0,05) vor, zwischen SB824(LLO)/AP(LLO) gibt es keinen signifikanten
Unterschied (s. Sterne in Abbildung C 19). Die beiden Impfstimme vermitteln denselben

Schutz.
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Abbildung C 19: Immunisierung mit VY. enterocolitica AyopP(LLO) oder S.typhimurium
SB824(LLO) vermittelt Schutz nach Infektion mit letaler Dosis von L. monocytogenes 10304s.

Gruppen von je 8 Mausen wurden mit dem Impfstamm Y. enterocolitica AyopP(LLO) und dem Impf-
stamm S. typhimurium SB824(LL0O) oral immunisiert. Als Positivkontrolle wurden Mause mit
L. monocytogenes 10304s i.v. immunisiert. Als Negativkontrolle dienten naive Mause. 4 Wochen nach
Immunisierung wurden Immunisierungsgruppen mit 105 KBE von L. monocytogenes infiziert und die
KBE nach 72 h in der Milz bestimmt. Die Ergebnisse sind als logio Mittelwert mit Standardabweichung

angegeben. Sterne zeigen signifikante Unterschiede (P < 0,05).
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Die Bildung einer langlebigen CD8 T-Zellantwort, ist fiir die Entwicklung neuartiger
Impfstoffe essentiell, da sie Schutz gegen intrazellulare Krankheitserreger und auch Tu-
more vermitteln kann. Enteropathogene Yersinien, wie Yersinia enterocolitica oder
Yersinia pseudotuberculosis sind als Lebendtragerimpfstoffe vielversprechende Kandida-
ten (110;143;163;170). In unserem Labor wurde gezeigt, dass der Impfstamm
Yersinia enterocolitica AyopP (LLO) in vivo eine spezifische CD8 T-Zellantwort induzie-
ren kann und Schutz vor einer Listerieninfektion vermittelt (163). Um einen Impfstamm
zu charakterisieren, ist jedoch eine genauere Beschreibung der spezifischen CD8
T-Zellantwort erforderlich. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass der Impfstamm
Yersinia enterocolitica AyopP (LLO) in der Lage ist (1) langlebige Gedachtniszellen zu
generieren, die (2) voll funktionsfahig sind, dabei aber (3) die Frequenz antigenspezifi-
scher Effektorzellen (,Effector T cells“, Tgc), die zu Beginn der T-Zellantwort auftreten,

verringert ist.

D.1 DIE ROLLE DER DURCHFLUSSZYTOMETRIE IN DER CHARAKTERISIERUNG T-ZELL

BASIERENDER IMPFSTOFFE

Die Schwierigkeit bei der Entwicklung T-Zell basierender Impfstoffe ist, dass ihre Effek-
tivitdat und Qualitdt nicht wie bei antikérperbasierenden Impfstoffen iiber den Antikor-
per-Titer bestimmt werden kann (156). Die Komplexitat der T-Zellantwort, die aus drei
Subpopulationen (Tgc, Tem, Tem) mit unterschiedlichen Funktionen besteht, macht die
Entwicklung neuer Modelle zur Charakterisierung notwendig. Idealerweise bestimmt
man den Phinotyp und die Funktion der spezifischen T-Zellen (156), um die Wirksam-

keit eines Vakzins zu testen.

Die Durchflusszytometrie wird als Standardmethode zur Charakterisierung von T-Zellen
eingesetzt. Das Durchflusszytometer (,Fluorescence analyzing cell sorter”, FACS) erlaubt
die Charakterisierung einer einzelnen Zelle, anhand ihrer Gréf3e, Granularitdt und ihrer
Fluoreszenzfiarbung. Dabei konnen durch MHC-Tetramertechnologie und Oberflachen-
farbungen Aussagen iiber den Phdnotyp, und durch Messung intrazelluldrer Zytokine,
der Zytotoxizitiat, sowie der Proliferationsfahigkeit Aussagen iiber die Funktionalitat
gemacht werden. Die MHC I-Tetramertechnologie ist eine Methode, um quantitativ anti-

genspezifische T-Lymphozyten liber eine MHC-Antigen-Komplex ex vivo nachweisen zu
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konnen (9), wobei es durch die Multiparameter-Durchflusszytometrie (,multi colour
flow cytometry”) mittlerweile moglich ist, bis zu 12 Parameter gleichzeitig zu messen

(138).

Der Einsatz dieser Methoden hatte immense Bedeutung fiir die Charakterisierung der
T-Zellantwort. Durch sie wurden die Heterogenitit der CD8 T-Zellpopulationen ent-
deckt, funktionelle Eigenschaften aufgeklart, sowie die T-Zellentwicklung untersucht
(5,9). Eine Vielzahl kontroverser Theorien der T-Zellentwicklung werden diskutiert, die
mit der Verwendung unterschiedlicher pathogener Organismen, sowie Versuchsmetho-
den zusammenhdngen. Neben der MHC I-Tetramertechnologie werden TCR-transgene
adoptive Transferstudien durchgefiihrt (74). Dabei hat jede Methode seine Einschran-
kungen: Tetramerfarbungen ermdéglichen nur eine phanotypische Charakterisierung,
wohingegen adoptive Transferstudien stark abhingig von der Menge der eingesetzten

transgenen T-Zellen sind (74).

Laut Sederetal. wird die Qualitit der T-Zellantwort durch die Quantitit der
T-Zellantwort, also der Frequenz antigenspezifischer T-Zellen, der Produktion von
Zytokinen, der Proliferation und der zytolytischen Aktivitat charakterisiert (156). In die-
ser Arbeit wurden phanotypische, sowie funktionelle CD8 T-Zellanalysen nach Immuni-
sierung mit dem Impfstamm Y. enterocolitica AyopP (LLO) durchgefiihrt, um eine umfas-

sende Charakterisierung der CD8 T-Zellantwort zu ermdoglichen.

D.2 DEeR IMPFSTAMM YERSINIA ENTEROCOLITICA AYOPP INDUZIERT EINE ANTIGEN-

SPEZIFISCHE CD8 T-ZELLANTWORT IN VIVO

Der Y. enterocolitica Stamm, der eine Mutation im yopP-Gen hat, und das Fusionsprotein
YopE/LLO/M45 exprimiert, ist in der Lage eine LLO-spezifische CD8 T-Zellantwort in
der Maus zu induzieren. Fiir keine andere Y. enterocolitica-Mutante oder Doppelmutan-
te, konnte eine derartige Immunantwort nachgewiesen werden (110;163;164). Das ist
auf die Fahigkeit von YopP zuriickzufiihren, die MHC I-Pradsentation in DCs zu inhibieren,
Apoptose in DCs zu induzieren, und die Produktion proinflammatorischer Zytokine, wie
IL-8, IL-12, TNFa und IL-10 zu inhibieren (58;163). Auf diese Weise wird die CD8
T-Zellantwort vom WT-Stamm unterdriickt. Das 32 kb grofde YopP, das T3SS-abhangig
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sekretiert und transloziert wird, liasst sich leicht aus dem Uberstand von Yersinia-
Kulturen isolieren und im SDS-Gel detektieren. Somit kann die Y. enterocolitica yopP-

Mutante eindeutig identifiziert werden.

Der Impfstamm Yersinia enterocolitica AyopP kann sowohl YopE/LLO/M45, als auch
YopE/p60/M45 Fusionsproteine T3SS-abhdngig sekretieren und translozieren. Fiir die
Entwicklung einer spezifischen CD8 T-Zellantwort ist die Translokation der Fusionspro-
teine liber das T3SS in DCs essentiell. Wie die Western Blot Analyse infizierter DCs zeigt,
wird das YopE/LLO/M45 Fusionsprotein in DCs transloziert, daraufthin prozessiert und
iiber den MHC [-Weg CD8 T-Zellen prasentiert (163). Triilzsch et al. konnten mittels ei-
nes in vitro Antigenprasentationsassays zeigen, dass eine Infektion von DCs fiir 1 h mit
Y. enterocolitica AyopP(LLO) zu einer effektiven Antigenprasentation und Aktivierung
LLO-spezifischer CD8 T-Zellen fiihrt, wohingegen eine langere Infektion die Aktivierung

durch den Einfluss weiterer Yops verschlechtert (163).

Die Antigenprasentation (Signal 1) ist ein entscheidender Schritt der T-Zell Aktivierung.
Erfolgt diese Aktivierung nicht vollstindig (Signal 1, Signal 2, Signal 3), kommt es zu
keiner effektiven T-Zellantwort und die Bildung toleranter T-Zellen sind die Konsequenz
(66). Inwieweit die Menge und Dauer des Antigenkontakts (MHC [:Ag/TCR) (Signal 1)
die T-Zellexpansion und -entwicklung beeinflusst, wird kontrovers diskutiert (172). Fiir
Listeria monocytogenes wurde durch die Unterbrechung der Infektion mit Antibiotika
gezeigt, dass in vivo ein kurzer Antigenkontakt ausreicht, um eine programmierte anti-

genunabhangige T-Zellentwicklung auszul6sen (16,114,118).

Da Y. enterocolitica AyopP sowohl YopE/LLO/M45 als auch YopE/p60/M45 Fusionspro-
teine T3SS-abhéngig sekretieren kann, wurden zu Beginn der Arbeit die spezifischen
CD8* T-Zell Frequenzen mittels MHC I-Tetramertechnologie beider Antigene (LLO und
p60) nach Immunisierung mit Y. enterocolitica AyopP, die das YopE/LLO/M45 oder
YopE/p60/M45 translozieren, bestimmt. Hier zeigten sich keine signifikanten Unter-
schiede in der T-Zellfrequenz beider Immunisierungsgruppen. Geginat et al. zeigten,
dass bei einer Infektion mit L. monocytogenes in BALB/c Mdusen LLO91.99 immunogener
ist als p60217-225 (62). Wenn man die beiden Proteine als heterologe Antigene einsetzt, ist

dieser Effekt nicht gegeben.

Ermittelt man die Frequenz der LLO*CD8*T-Zellen nach Immunisierung mit

Y. enterocolitica AyopP (LLO) anhand MHC I-Tetramertechnologie werden die Ergebnis-
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se von Triilzsch et al. bestatigt, die mittels ELISPOT indirekt LLO* CD8* T-Zellen iiber die
Produktion von IFNy nachgewiesen haben (163). Die Charakterisierung mittels ELISPOT
ist aber nicht ausreichend, um einen Impfstamm zu charakterisieren. Eine Unterschei-
dung zwischen den T-Zellsubpopulationen ist nicht moglich. Daher wurden detaillierte
Untersuchungen vorgenommen, die mit dem Impfstamm Y. enterocolitica AyopP, der das

YopE/LLO/M45 transloziert, durchgefiihrt wurden (163;164).

D.3 IMMUNISIERUNG MIT YERSINIA ENTEROCOLITICA AYOPP (LLO) FUHRT ZUR BIL-

DUNG LANGLEBIGER GEDACHTNISZELLEN

Das wichtigste bei der Entwicklung eines neuen Impfstoffes ist die Bildung langlebiger
Gedachtniszellen. Die phanotypische Charakterisierung der CD8 T-Zellsubpopulationen
(Tec, Tem, Tcm), erfolgt im murinen Modell anhand der Oberflichenmarker CD127 und
CD62L (86). In Kombination mit der Tetramertechnologie und FACS-Analyse kénnen
somit spezifische CD8-Gedachtniszellen detektiert werden. Bisherige Veroffentlichun-
gen, die die Generierung einer zytotoxischen T-Zellantwort durch den Impfstamm
Y. enterocolitica AyopP (LLO) beschreiben, basieren auf Untersuchungen mittels
ELISPOT, d.h. auf dem indirekten Nachweis iiber die IFNy-Produktion (163). Diese Me-
thode erfasst allerdings nicht alle CD8 T-Zellsubpopulationen. Die zentralen Gedachtnis-
zellen Tcwm sind nicht in der Lage, IFNy zu produzieren und werden somit nicht detek-
tiert. Damit wurde eine wichtige Population, die Langzeitschutz vermittelt, bisher nicht
gemessen. Durch die Charakterisierung und Identifikation mittels Oberflichenmarker ist

dies moglich.

In dieser Arbeit wurde durch MHC I-Tetramertechnologie und FACS-Analyse erstmals
gezeigt, dass bei einer Immunisierung mit Y. enterocolitica AyopP(LLO) alle Subpopulati-
onen (Tgc, Tem, Tcm) LLO-spezifischer CD8 T-Zellen gebildet werden. In dem untersuch-
ten Zeitraum von vier Wochen sind die Tgm-Zellen die dominierende Subpopulation, wo-

hingegen Tgc- und Tgm-Zellen nur in geringer Frequenz vorkommen.

Fir die Tgm-Subpopulation wurde gezeigt, dass sie bei einer Reinfektion mit
L. monocytogenes fiir die protektive Immunitat verantwortlich ist (87). Das wurde in vivo

durch Generierung einer CD8 T-Zellantwort gezeigt, die ausschliefdlich aus Tgm-Zellen
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besteht. Dies erreicht man durch Immunisierung mit L. monocytogenes und gleichzeiti-
ger Gabe von (CD40-stimulierenden Antikérper (FGK), der die CD4
Tu-abhangige Tem-Antwort verstarkt. Im Gegensatz dazu werden durch eine Immunisie-
rung mit hitzegetoteten Listerien (,heat killed Listeria“, HKL) nur Tcu-Zellen gebildet, die
keinen Schutz vermitteln (87). Das zeigt, dass bei einer Immunisierung mit
Y. enterocolitica AyopP(LLO) die Hilfe durch CD4 Tu-Zellen nicht beeinflusst wird, da die
Tem-Subpopulation, die grofdte gebildete Subpopulation ist. Die Bildung von Tgm-Zellen
ist bei einer Immunisierung gegen Listerien demnach vollkommen ausreichend. Trotz-
dem ist die Generierung von Tcu-Zellen fiir einen polyvalenten Impfstamm wichtig, da
dieser gegen mehrere Erreger gleichzeitig gerichtet sein soll. So vermittelt zum Beispiel
bei einer Infektion mit Vaccinia oder dem Lymphozytiren Choriomeningitis-Virus

(LCMV) die Tcu-Subpopulation Schutz (14).

Vergleicht man die Verteilung der Subpopulationen nach Immunisierung mit
Y. enterocolitica AyopP(LLO) mit der durch Immunisierung mit dem Standardorganis-
mus L. monocytogenes generierten LLO-spezifischen CD8 T-Zellantwort, kann man er-
kennen, dass im letzteren Fall eine deutlich hohere Frequenz an Tgc-Zellen und eine ge-

ringere Frequenz an Tgm-Zellen gebildet wird.

Die Ausbildung von Effektorfunktionen wird durch die Art der Aktivierung, sowie durch
das Zytokinmilieu, aber auch co-stimulatorischen Faktoren beeinflusst. Vergleicht man
Y. enterocolitica mit L. monocytogenes zeigen sich grundsatzliche Unterschiede in der
Pathogenese und Art der Immunantwort. Dabei muss beachten werden, dass sich die
beiden Stimme schon in der Art der Applikation im murinen Modell unterscheiden.
L. monocytogenes muss im Gegensatz zu Y. enterocolitica intravends verabreicht werden,
da Listerien im murinen Modell oral nicht pathogen wirken. Die Invasion von Listeria
wird im Menschen durch das Oberflachenmolekiil E-Cadherin vermittelt. Dieses unter-
scheidet sich in der Maus aber in einer AS, so dass die Invasion nicht mehr maoglich ist

(109).

Die Listerien gelangen nach intravenodser Injektion innerhalb weniger Minuten in die
Milz, dem Ort der T-Zellaktivierung (45). Hier persistieren sie iberwiegend in Makro-
phagen und wandern innerhalb von 24 h in die T-Zellzone der weifden Pulpa, wobei es
gleichzeitig zur Apoptose von T-Zellen kommt (119). Gleichzeitig kommt es zu einer

starke inflammatorischen Immunantwort, d.h. zur Produktion von TNFoa und IL-12
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durch Makrophagen und in der Folge zur Produktion von IFNy durch NK-Zellen. Diese
angeborene Immunantwort ist fiir die Bekdmpfung einer primdren Listerieninfektion
verantwortlich (176). In Folge dessen kommt es zur Bildung von CTLs, die fiir die Elimi-
nierung der Listerien notig sind. Die Aktivierung der CD8 T-Zellen erfolgt iiber Kreuz-

prasentation durch Makrophagen, da DCs nicht von Listerien infiziert werden (129).

L. monocytogenes ist der Standardorganismus der Immunologie mit welchem die ange-
borene und adaptive Immunantwort detailliert charakterisiert wurde. Im Gegensatz da-
zu ist die durch Y. enterocolitica induzierte Immunantwort, vor allem im oralen Modell,

wesentlich schlechter charakterisiert.

Durch die orale Immunisierung mit Yersinia gelangen die Bakterien erst nach 24 h in die
Milz infizierter Mause (70;164). Bei einer Infektion mit Yersinia kommt es zur Inhibition
der pro-inflammatorischen Immunantwort. Studien mit dem WT-Stamm Y. entero-
colitica zeigten, dass erhohte Werte an TNFo an Tag 1 und von IFNy erst an Tag 3 festzu-
stellen waren. IL-2 konnte an keinem Tag detektiert werden (70). IL-2 spielt eine Rolle

in der Generierung proliferationsfahiger T-Gedachtniszellen.

Das pro-inflammatorische Milieu spielt bei der Generierung von Effektorfunktionen eine
wesentliche Rolle. Wie man sehen kann, ist dieses bei einer Infektion mit Yersinia stark

beeinflusst, was nattirlich Einfluss auf die T-Zellentwicklung hat.
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D.4 DURCH Y. ENTEROCOLITICA AYOPP (LLO)  INDUZIERTE  PHASEN  DER

T-ZELLANTWORT UND QUANTITATIVE ANALYSE

Um eine qualitative Aussage liber eine spezifische T-Zellantwort machen zu kénnen, ist
zusatzlich die quantitative Bestimmung der LLO-spezifischen CD8 T-Zellen erforderlich.
Dazu wurden in dieser Arbeit die Anzahl der LLO*CD8*T-Zellen mittels
MHC-Tetramertechnologie aus der Milz, sowie der Lunge und den Lymphknoten zu ver-
schiedenen Zeitpunkten detektiert und die Kinetik der T-Zellantwort bestimmt. In der
Literatur wird die T-Zellantwort in 4 Phasen unterteilt: (i) die Aktivierung, (ii) die Ex-

pansion, (iii) die Kontraktionsphase, sowie die (iv) Gedachtnisphase (74).

Die durch Y. enterocolitica AyopP (LLO) induzierte LLO* CD8* T-Zellantwort, setzt sieben
Tage nach Immunisierung ein, erreicht bis Woche 3 nach Immunisierung das Maximum
und geht dann in die Kontraktionsphase tliber. Vergleicht man die Kinetik in der Milz und
den Lymphknoten, mit der in der Lunge induzierten LLO* CD8* T-Zellantwort, wird
deutlich, dass in Milz und Lymphknoten (i) eine geringere Anzahl LLO* CD8* T-Zellen
gebildet wird und (ii) keine eindeutige Expansion stattfindet. Wie sich durch die gleich-
zeitige Untersuchung der Verteilung der LLO* CD8* Subpopulationen zeigt, korreliert die
geringe Expansion mit der niedrigen Frequenz der Tgc-Subpopulation in Milz und

Lymphknoten.

Bei viralen (LCMV) und bakteriellen (L. monocytogenes) Infektionen wurde eine schnelle
und hohe antigenspezifische T-Zellantwort nachgewiesen, die an Tag 7 oder 8 ihr Maxi-
mum erreicht (35;37;124). Fiir L. monocytogenes wurde gezeigt, dass 2 Tage nach der
hochsten Bakterienbelastung in der Milz, dass Maximum der T-Zellantwort erreicht
wird, das mit der Eliminierung des Pathogens korreliert (34). Des Weiteren wurde fiir
Listeria und LCMV gezeigt, dass die Expansion und Kontraktion unabhdngig von der Per-
sistenz des Antigens ist, also wahrend der Aktivierung eine programmierte Zelldifferen-
zierung initiiert wird (16). Diese Daten basieren auf intravendsen Untersuchungen.
Durch die orale Gabe von Y. enterocolitica kommt es zu einer verzogerten Besiedlung der
Milz, die zu einer verzogerten CD8 T-Zellantwort fiihrt. Bei einer Infektion mit
Y. enterocolitica AyopP (LLO) wird an Tag 7 nach Immunisierung die maximale Bakteri-
endosis in der Milz erreicht, und bis zum Tag 12 konnen keine Bakterien mehr isoliert

werden (164). D.h., dass auch bei der Yersinia-Infektion das Maximum der spezifischen
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CD8 T-Zellantwort erst nach Eliminierung der Bakterien erreicht wird. Dies entspricht
Veroffentlichungen, dass die T-Zellentwicklung einem programmierten Ablauf folgt

(16;98;114;118).

Die Generierung von langlebigen Gedachtniszellen bendtigt jedoch die Persistenz von
Antigen (171). Von Bachmann et al. wurde durch Untersuchungen mit akuten und chro-
nischen Infektionen gezeigt, dass die Verteilung der CD8 T-Zellsubpopulationen bzw. die
Bildung von Gedachtniszellen von der Persistenz des Antigens abhangig ist (14). Dabei
werden iiber eine intermedidare T-Zellpopulation zuerst CD127-/CD62L* Zellen (Tem)
gebildet, die sich ohne Antigenkontakt zu Tcm- und mit Antigenkontakt zu Tgc-Zellen
entwickeln. Die Entwicklung zu einer stabilen Verteilung von Tgc, sowie Tem und Tcum ist
Folge einer niedrig dosierten dauerhaften Antigenprasenz (chronische Infektion). Eine
kurze starke Antigenprasenz (akute Infektion) fiihrt dagegen zu einer Entwicklung von
Tkc-Zellen zu liberwiegend Tcu-Zellen, eine langanhaltende starke Antigenprasenz fiihrt

zu einer langhaltig bestehenden Tgc-Subpopulation (14).

Diese Ergebnisse konnen durch Yersinia-Studien bestatigt werden. Wie oben bereits be-
schrieben erreicht die Anzahl an Tgc-Zellen nach Immunisierung mit Y. enterocolitica
AyopP(LLO) zu keinem Zeitpunkt nach Immunisierung mehr als 60 % der gesamten
LLO* CD8* T-Zellpopulation, wohingegen Tgm-Zellen zum Teil zu 90 % vorliegen und zu
allen Zeitpunkten die dominante Zellpopulation darstellt. Die progressive Differenzie-

rung der LLO* CD8+* T-Zellen ist also auch bei einer Yersinia-Infektion zu beobachten.

Fiir die Entwicklung eines praventiven oralen Lebendtragerimpfstoffes ist es nicht von
Bedeutung, ob Effektorzellen gebildet werden, da Tgm- und Tcum-Zellen Langzeitschutz
gewahrleisten. Impfstoffe konnen neben ihrem praventiven Einsatz aber auch therapeu-
tisch eingesetzt werden. Die Frage bleibt offen, ob die geringe Anzahl an Effektorzellen

fiir eine therapeutische Behandlung ausreichend ist.
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D.5 FUNKTIONELLE CHARAKTERISIERUNG DER LLO™ CD8" T-ZELLEN

Um die Qualitat der durch den Impfstamm Y. enterocolitica AyopP(LLO) gebildeten LLO*
CD8* T-Zellen zu bestimmen, miissen neben den phanotypischen Merkmalen die funkti-

onellen Eigenschaften charakterisiert werden.

Protektive Potenzial: In dieser Arbeit wurden die KBE von L. monocytogenes nach Rein-
fektion immunisierter Tiere bestimmt, und so das protektive Potential des Impfstammes
nachgewiesen. Durch eine Belastungsinfektion in immunisierten Tieren wurde gezeigt,
dass die LLOoi.99-spezifischen T-Zellen bei einer letalen Dosis (20 x LDsg) partiellen
Schutz gegeniiber L. monocytogenes vermitteln (> 4 logio). Harty & Bevan konnten zei-
gen, dass CD8* T-Zellen, die nur fiir LLO spezifisch sind, die KBE bei einer Listerien-
Infektion um > 3 logio verringern (75).

Bei Belastungsinfektionen ist zu beachten, dass die Ergebnisse stark von der gewahlten
Infektionsdosis, dem gewahlten L. monocytogenes-Stamm und den Mausstammen ab-
hangig sind, und daher starken Schwankungen unterliegen (36). In fritheren Immunisie-
rungsstudien mit oralen Lebendvektoren und dem heterologen Fusionsprotein
YopE/LLO wurden unterschiedliche Ergebnisse erzielt: Durch Immunisierung mit
Y. enterocolitica AyopP(LLO) in BALB/c Mdusen wurde bei einer Belastungsinfektion mit
dem Stamm L. monocytogenes sv1/2aEGD kompletter Schutz erreicht (110). Dasselbe
Experiment in CB6F1-Mdusen fiihrte zu partiellem Schutz (163). In dieser Arbeit wurde
mit dem virulenteren Stamm L. monocytogenes 10403s gearbeitet und eine hohere In-
fektionsdosis verwendet, so dass der partielle Schutz als positiv zu bewerten ist.

Der durch subletale Immunisierung mit L. monocytogenes 10304s erzielte Komplett-
Schutz wird durch eine vollstindig ausgeloste adaptive Immunantwort erzielt, die zur
Bildung eines immunologischen Gedachtnisse fiihrt und vor einer Listeria-Reinfektion
schiitzt. Neben den LLOog1.99-spezifischen CD8 T-Zellen werden auch andere Antigene
MHC H2-Kd-abhéngig prasentiert (p60217-225; p60449-357; mplssa-92) und fithren zu Bildung
spezifischer T-Zellen (36). Neben den CTLs iibernehmen aber auch CD4 Ty-Zellen
(p60367-368) und H2-M3-abhidngige T-Zellen durch Epitope der Antigene LemA und der
Leader Peptidase Schutzfunktionen in der listerienabhidngigen Immunantwort (36;176).
Friithere Veroffentlichungen zeigen, dass die Immunisierung mit einem Salmonella Impf-
stamm, der gleichzeitig YopE/LLO und YopE/p60 transloziert, zu einem verstarkten

Schutz gegentiber einer Listeriose fiihrt (89).
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Produktion von IFNy. Ein anderer wesentlicher Faktor, durch den spezifische CD8
T-Zellen beurteilt werden, ist die Produktion von IFNy. IFNy bewirkt die Chemotaxis von
Leukozyten und Makrophagen, und fiihrt zu Wachstum, Reifung und Differenzierung
unterschiedlicher Zelltypen, wie Natlirlichen Killerzellen und B-Zellen (155). IFNy wird
von CTLs, Th1-Lymphozyten, NK-Zellen, sowie B-Zellen, NKT-Zellen und APCs produ-
ziert und wirkt selbst-aktivierend, sowie aktivierend auf umliegende Zellen (155).

Fiir CD8* T-Zellsubpopulationen wurde entsprechend ihrem Phdnotyp die Produktion
verschiedener Zytokine gezeigt (86). Eine IFNy-Produktion konnte fiir Tgc- und Tgm-
Zellen nachgewiesen werden. Andere Studien zeigen aber auch die Produktion von IFNy
durch Tcm-Zellen (14). Die Fahigkeit, IFNy zu bilden ist abhdngig von der Zeitspanne seit
dem letzten Antigenkontakt. Je kiirzer diese ist, umso besser reagieren die Zellen auf
erneute Antigenstimulierung (14).

Die in dieser Arbeit detektierten IFNy-produzierenden CD8 T-Zellen waren alle CD62L,
d.h. sie entsprachen Tgc- oder Tem-Zellen. Parallel wurde eine Tetramerfarbung durchge-

fiihrt, die die gleiche Frequenz an LLO* CD8* T-Zellen ergab.

Zytotoxizitdt: Weiteren Aufschluss tiber die Funktionalitdt der LLO* CD8* T-Zellen ergab
die Untersuchung der lytischen Aktivitit durch einen in vivo Zytotoxizititsassay. Die
Lysekapazitit (64 %) der durch Immunisierung mit Y. enterocolitica AyopP(LLO) gene-
rierten LLO-spezifischen CD8 T-Zellen zeigt, dass zytolytische Funktionen innerhalb von
24 h erreicht werden konnen.

Die Tgc-Subpopulation besitzt direkte Zytotoxizitdt, da hier Perforin und Granzym in
Granula gelagert wird und somit direkte zytolytische Aktivitit moglich ist (14). Fiir Tem

und Tcm wurden dagegen geringere zytolytische Aktivitit gezeigt.

Antigenabhdngige Proliferation: Neben oben genannten funktionellen Eigenschaften
stellt die Proliferationsfahigkeit der einzelnen Subpopulationen ein wichtiges Merkmal
dar. Zentrale Gedachtniszellen (Tgm) besitzen die Fahigkeit zur antigenabhéangigen Proli-
feration, wohingegen Tgm-Zellen nur schwache proliferative Eigenschaften zeigen und
die Tgc-Subpopulation nicht in der Lage ist, nach Antigenkontakt zu proliferieren (88).
Andere Studien zeigen jedoch, dass alle Subpopulationen in der Lage sind, nach Antigen-
kontakt zu proliferieren (14)

Durch Y. enterocolitica AyopP(LLO) generierte LLO* CD8* T-Zellen zeigen die gleiche

in vivo Proliferationsfahigkeit wie die durch L. monocytogenes generierten spezifischen
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CD8* T-Zellen. Betrachtet man sich die Verteilung der Subpopulationen, der schon proli-
ferierten Zellen, ist die grofdte Population Tem gefolgt von Tgc und Tgm. Die Tem-
Subpopulation zeigt eindeutige proliferative Charakteristika. Tgm-Zellen sind die kleinste
Population. Das ldsst sich dadurch erkldren, dass die proliferierten Zellen bereits
Effektorfunktionen erhalten haben und zu Effektorzellen differenziert sind. Huster et al.

zeigten, dass sich Tgm-Zellen zu Tgc-Zellen entwickeln kénnen (87).

D.6 EINFLUSS DER YOPS AUF DIE IMMUNANTWORT

Betrachtet man die Immunantwort nach einer Immunisierung mit Y. enterocolitica
AyopP(LLO) kann man verschiedene Effekte beobachten: Die Expansionsstarke in der
Milz und den Lymphknoten und die Frequenz der Tgc-Subpopulation ist gering. In der
Lunge ist das nicht der Fall, hier kommt es zu einer starken Expansion. In allen Organen
wurde zu jedem Zeitpunkte eine auffallig grofse Menge an Tgm-Zellen nachgewiesen. Die
auftretende Tcum-Population, sowie die funktionellen Eigenschaften der LLO* CD8

T-Zellsubpopulationen, zeigen keine Auffalligkeiten.

Verschiedene Einfliisse auf die CD8 T-Zellentwicklung wurden bereits in vorherigen Ab-
schnitten diskutiert. Wesentlichen Einfluss auf die Entwicklung der CD8 T-Zellen haben
aber auch die noch vorhandenen Yops von Y. enterocolitica AyopP. Die Yops (YopH,
YopO, YopP, YopE, YopM und YopT) werden im lymphatischen Gewebe benétigt, um die
wirtseigene Immunantwort zu umgehen und die Proliferation der Bakterien im extrazel-

luldren Bereich zu erméglichen.

Wie bereits oben erwdhnt, konnten Triilzsch et al. mittels Antigenprasentationsassays
zeigen, dass eine Infektion von DCs fiir 1 h mit Y. enterocolitica AyopP(LLO) zu einer ef-
fektiven Antigenprasentation und Aktivierung LLO-spezifischer CD8 T-Zellen fiihrt, wo-
hingegen eine ldngere Infektion die Aktivierung durch den Einfluss weiterer Yops ver-
schlechtert (163). Studien mit AyopP Doppelmutanten, konnten jedoch keine Verbesse-
rung der CD8 T-Zellantwort zeigen (110). Diese Stamme sind derart attenuiert, dass kei-
ne adaptive Immunantwort gebildet wird, da die Bakterien vom angeborenen Immun-

system eliminiert werden.

In vivo-Studien zeigen, dass Y. enterocolitica Yops uber das T3SS in DCs, Makrophagen

und Granulozyten transloziert, wohingegen CD4 und CD8 T-Zellen keine Zielzellen sind
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(113). Das heifst, dass demnach die geringe T-Zellfrequenz und die fehlenden
Effektorzellen nicht die Folge direkter Lyse oder Zerstorung sind.

Vielmehr ist anzunehmen, dass die T-Zellantwort durch den Einfluss der Yops auf DCs
und Makrophagen das proinflammatorische Milieu (Signal 3) verandern. DCs und Mak-
rophagen produzieren nach Interaktionen von TLRs Typ I-Interferone und IL-12 und
bilden so ein bestimmtes proinflammatorisches Milieu (72;74). Fehlt dieses
proinflammatorische Signal, kommt es wahrend der Expansionsphase zu einer vermin-
derten Fahigkeit der Effektorzellen zu iiberleben und die Zellen werden apoptotisch
(51,52;74). Die Abwesenheit von proinflammatorischen Signalen beeinflusst aber auch
die Kontraktionsphase und in Folge kommt es zu einer vergrofierten Gedachtniszellpo-
pulation (17;74). Ein weiteres wichtiges Zytokin, das starken Einfluss auf die T-
Zellentwicklung hat, ist IL-12 (13).

Es wurde fir YopP, YopH und YopE gezeigt, dass sie das proinflammatorische Milieu
beeinflussen (48;167). Den starksten Einfluss auf die T-Zellentwicklung wurde von YopH
gezeigt. YopH blockiert den Phosphatidylinositol 3-Kinase Weg (PI3K), dadurch wird die
IL-2 Produktion inhibiert und somit die T-Zellaktivierung und Proliferation unterdriickt
(150). Durch die Inhibierung von PI3K wird aufierdem die Wanderung von Makropha-
gen in Lymphknoten unterdriickt (128). YopH ist zusatzlich in der Lage, den Transkrip-
tionsfaktor NF«xB zu blockieren (141). NFkB wird iiber TLRs und TCRs aktiviert und re-
guliert die Produktion von TNFa, IL-2, IL-6 und IL-8 (18). Auch dadurch wird die

T-Zellentwicklung beeinflusst.

Das Effektorprotein YopE inaktiviert als GAP (,GTPase activating protein“) die GTPasen
RhoA, Cdc42 und besonders Rac-1 (10;132). Durch die Deaktivierung von Rac-1 wird die
autoproteolytische Aktivierung von Caspase-1 inhibiert, wodurch die Reifung von prolL-
1B gehemmt wird. ProlL-1f spielt fiir die Regulation der Immunantwort eine entschei-

dende Rolle (154).

Diese Studien zeigen, dass die Yops starken Einfluss auf regulatorische Mechanismen
und die Ausbildung des proinflammatorischen Milieu haben. Auf diese Weise wird die T-

zellantwort, die durch Y. enterocolitica AyopP induziert wird, beeinflusst.
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D.7 DIE IMPFSTAMME YERSINIA UND SALMONELLA IM VERGLEICH

Neben dem Impfstamm Yersinia enterocolitica AyopP(LLO) wurde in unserer Arbeits-
gruppe auch fiir den oralen Impfstamm Salmonella typhimurium SB824(LLO) gezeigt,
dass er eine spezifische T-Zellantwort hervorrufen kann (144). Wie auch bei Yersinia
basiert der Salmonella-Impfstoff auf dem Prinzip, dass heterologe Antigene liber das

T3SS transloziert und MHC I-abhangig prasentiert werden (145).

Yersinia und Salmonella gehoren zu der Familie der Enterobacteriaceae und sind
enteropathogene Erreger, die lebensmittelbedingte gastrointestinale Infektionen her-
vorrufen (84). Der wesentliche Unterschied zwischen beiden Stammen besteht in ihrer
extra- und intrazellularen Lebensweise. Wahrend Y. enterocolitica, wie schon in der Ein-
leitung beschrieben, extrazellulir in lymphoidem Gewebe persistiert (71), hat

S. typhimurium eine intrazelluldare Lebensweise.

S. typhimurium fiihrt in der Maus zu einer systemischen Infektion. Die Bakterien dringen
tiber die M-Zellen oder Enterozyten des terminalen Ileums ein, gelangen in die Lymph-
follikel der Peyerschen Plaques und dringen von hier in die mesenterialen Lymphkno-
ten, Milz und Leber vor (43). Salmonella ist in der Lage, in nicht-phagozytierende Zellen
einzudringen und der Internalisierung durch Phagozyten zu entkommen. Dabei persis-
tieren die Bakterien intrazelluldr in einem membrangebundenen Kompartiment, einer
sogenannten Salmonella-containing vacuole (SCV), auch Makropinosom genannt (1). Von
hier aus werden die Effektorproteine, wie auch das Fusionsprotein YopE/LLO/M45
durch ein T3SS in das Zytosol der Wirtszelle transloziert (1;142;144).

Kolonisierung: Diese intrazelluldre Lebensweise von S. typhimurium ist fiir die Entwick-
lung eines Salmonella-Impfstoffes ein deutlicher Nachteil gegeniiber dem Yersinia-
Impfstoff. Die Salmonellen lassen sich schlechter durch das Immunsystems des Korpers
eliminieren und stellen somit eine grofiere Belastung dar. Bisherige Untersuchungen
zeigen, dass S. typhimurium SB824 bis zu Tag 21 aus der Milz von BALB/c-Mausen iso-
liert werden konnten (unveroffentlichte Daten), wohingegen Y. enterocolitica AyopP nur
bis Tag 7 in der Milz zu finden war (164).

Um die beiden Impfstimme direkt in CB6F1-Mausen zu vergleichen und diese These zu
tberpriifen, wurde zuerst eine Kolonisierungsstudie mit beiden Impfstammen durchge-

fihrt. Es konnte im CB6F1-Mausmodell gezeigt werden, dass Y. enterocolitica AyopP
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(LLO) die Milz und Leber schneller besiedelt, aber auch friiher eliminiert wurde als
S. typhimurium SB824 (LLO). Bei oraler Gabe kommt es zu einer schnelleren und kiirze-
ren, aber auch starkeren Besiedlung der Milz durch Y. enterocolitica AyopP (LLO), wo-
hingegen S. typhimurium SB824 (LLO) spater in die Milz gelangt, langer persistiert und
in geringerer Anzahl vorkommt.

Wie bereits diskutiert, hat die Dauer der Besiedlung Einfluss auf die Entwicklung spezi-
fischer T-Zellen (s. D.4). Um diesen Einfluss zu tiberpriifen, wurden die Kinetik der LLO-
spezifischen T-Zellen und die Verteilung der Subpopulationen zu verschiedenen Zeit-

punkten bestimmt.

Zytotoxische T-Zellantwort: Entsprechend der verzogerten Besiedlung der Milz durch
S. typhimurium SB824(LLO) sind in der ersten Woche nach Immunisierung keine LLO-
spezifischen CD8 T-Zellen nachweisbar. Dagegen setzt bei Immunsierung mit dem Impf-
stamm Y. enterocolitica AyopP(LLO) die LLO-spezifische CD8 T-Zellantwort schon in der
ersten Woche nach Immunisierung ein. Dies ist ein wichtiger Faktor beim Einsatz der
Impfstoffe als therapeutische Vakzine. Hier soll der Impfstoff schnell wirken, um den
Krankheitserreger oder Tumor zu eliminieren.

Wie wirkt sich nun die unterschiedliche Besiedlung auf die Verteilung der CD8
T-Zellsubpopulationen (Tkc, Tem, Tcm) aus? Von Bachmann et al. wurde gezeigt, dass eine
schwache, dauerhaft anhaltende Infektion, zur stabilen Verteilung von Tgc, sowie Tgm
und Tcm fiihrt, wohingegen eine kurze starke Antigenprasenz zur Entwicklung von Tgc
Zellen zu liberwiegend Tcum-Zellen fiihrt (14).

In unseren Modellen kommt es durch Immunisierung mit S. typhimurium SB824(LLO) in
der vierten Woche nach Immunisierung zu einer gleichméafdigen Verteilung der drei
Subpopulationen. Diese Verteilung entspricht den Verhaltnissen, wie sie fiir eine chroni-
sche Infektion nachgewiesen wurden (14). Fir die Immunisierung mit Yersinia wurde in
der vierten Woche nach Immunisierung auch alle Subpopulationen nachgewiesen, je-

doch lagen die Tgm-Zellen in der Mehrzahl vor.

Protektive Potenzial: Die Auswirkungen der unterschiedlichen Verteilung auf das
protektive Potenzial der beiden Impfstimme wurden in einem Schutzexperiment iiber-
prift. Wie bereits oben erwdhnt, wurde fiir eine Infektion mit L. monocytogenes die Tem-
Subpopulation als schutzvermittelnde Population beschrieben (87). Bei einer Reinfekti-
on mit L. monocytogenes konnte jedoch gezeigt werden, dass das gleiche protektive Po-

tenzial vorlag. Es lag kein signifikanter Unterschied zwischen den Immunisierungsgrup-
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pen vor. Die gebildeten LLO* CD8* T-Zellen haben also unabhéngig von ihrer Verteilung,
dasselbe protektive Potenzial. Wie oben bereits beschrieben, liegt der durch Listeria-
Immunisierung generierte Komplettschutz an der durch verschiedene Listerien-

Antigenen generierten Immunantwort.

Zusammenfassend kann man sagen, dass Y. enterocolitica AyopP der vielversprechende-
re Impfstoffkandidat ist. Der Impfstamm fiihrt zu einer fritheren spezifischen CD8

T-Zellantwort und wird schneller aus Milz und Leber entfernt.
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E ZUSAMMENFASSUNG

Der Impfstamm Yersinia enterocolitica 0:8 mit einer Mutation im yopP-Gen kann als ora-
ler Lebendtragerimpfstoff verwendet werden, um Schutz gegen intrazelluldre Bakterien
zu vermitteln. Extrazellulare Yersinien konnen tiber ihr Typ III Sekretionssystem (T3SS)
heterologe Antigene in das Zytosol antigenprasentierender Zellen translozieren. Das
fihrt zur MHC Klasse [-abhédngiger Antigenprasentation und einer zelluliren Immun-

antwort, die aus spezifischen CD8 T-Zellen besteht.

Der Impfstamm Y. enterocolitica AyopP transloziert das YopE/LLO/M45 Fusionsprotein,
das aus einem 138 Aminosaure langen Teil des Transportproteins YopE und einem Pro-
teinfragment des Listeriolysins (LLO) von Listeria monocytogenes besteht. Die Immuni-
sierung von CB6F1-Mdusen mit diesem Impfstamm fiithrt zur Bildung LLO91.99-
spezifischer CD8 T-Zellen, die Schutz vor einer Reinfektion mit dem Wildtypstamm von

L. monocytogenes vermitteln.

Um die Effektivitat und Qualitat T-Zell-basierender Impfstoffe zu bewerten, ist die exak-
te Charakterisierung der komplexen T-Zellantwort erforderlich. Mittels MHC Klasse I-
Tetramertechnologie wurde die Kinetik der LLOo91.99-spezifischen CD8 T-Zellantwort zu
unterschiedlichen Zeitpunkten bestimmt und gezeigt, dass die LLO* CD8* T-Zellantwort
in der ersten Woche nach Immunisierung einsetzt und bis Woche 3 ihr Maximum er-

reicht.

Zusatzlich wurde das Vorkommen LLOg1.99-spezifischer CD8 T-Zellsubpopulationen (Tk,
Tgwm, Tcm) in Milz, Lunge und Lymphknoten tiberpriift. Die Unterscheidung zwischen den
drei Subpopulationen ist anhand der Oberflichenmarker CD127/CD62L mdglich. Die
Bildung langlebiger Gedachtniszellen ist Grundvoraussetzung bei der Entwicklung von
T-Zell-basierenden Impfstoffen. Es konnte gezeigt werden, dass beide Subpopulationen
von Gedachtniszellen gebildet werden, die Tgm-Subpopulation nach einer Immunisie-

rung mit Y. enterocolitica AyopP(LLO) aber die dominierende Subpopulation darstellt.

Neben dieser phanotypischen Charakterisierung, ist die funktionelle Beschreibung der
zytotoxischen T-Zellen unerldsslich. Die durch Y. enterocolitica AyopP(LLO) gebildeten
LLO-spezifischen CD8 T-Zellen sind in der Lage IFNy zu produzieren, zeigen in vivo zyto-

toxische Aktivitat und haben volle antigenabhangige Proliferationsfahigkeit. Die Produk-
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tion von IFNy bewirkt das Anlocken von Leukozyten und Makrophagen, und fiihrt zu
Wachstum, Reifung und Differenzierung unterschiedlicher Zelltypen, wie Natiirlichen
Killerzellen und B-Zellen. Die zytotoxische Aktivitat zeigt, dass die CTLs in der Lage sind,
durch Perforin und Granzym die infizierten Zellen zu lysieren, bzw. Apoptose zu indu-
zieren. Der Nachweis antigenabhingiger Proliferation gewdahrleistet die Funktionsfahig-

keit der Gedachtniszellen.

Der Vergleich des Y. enterocolitica AyopP-Impfstammes mit dem S. typhimurium SB824
Impfstamm zeigte, dass - bei gleichem protektiven Potenzial - die systemische Infektion
schneller von dem Immunsystem unter Kontrolle gebracht wird. Zusatzlich kommt es
bei Immunisierung mit Y. enterocolitica AyopP zu einer fritheren Immunantwort als bei

S. typhimurium SB824.

Der Impfstamm Y. enterocolitica AyopP ist ein aufderordentlich vielversprechender Kan-
didat zur Entwicklung eines T-Zell-basierenden oralen Lebendtragerimpfstoffes. Er ist in
der Lage, eine voll funktionsfahige spezifische T-Zellantwort zu induzieren, die sowohl
Effektor- als auch Gedachtniszellen beinhaltet. Seine rasche Eliminierung aus dem Kor-
per, sowie seine frithe Immunantwort machen ihn zu einem attraktiven Impfstoffkandi-

daten.

Die exakte Charakterisierung der spezifischen T-Zellantwort ermoglicht eine effektive

Weiterentwicklung des oralen Lebendtragerimpfstoffes Y. enterocolitica AyopP.
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