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EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1 Uberblick iiber das Immunsystem

Das Immunsystem hat eine groRe Bandbreite an Abwehrmechanismen entwickelt, um den
Organismus vor eindringenden Pathogenen wie Viren oder Bakterien zu schiitzen. Ebenfalls
stellt das Immunsystem Mechanismen zur Verfligung, welche der Identifikation und
Eliminierung von entarteten koérpereigenen Zellen dienen. Die Antwort auf eine Infektion
verlauft mithilfe der zwei Arme des Immunsystems: das innate Immunsystem, welches
Pathogene sehr schnell und unspezifisch bekdmpft und das adaptive Immunsystem, dass erst
einige Tage nach Aktivierung seine volle Funktion entfaltet und sehr spezifisch das jeweilige
Pathogen abwehrt (Murphy 2011). Das innate Immunsystem besteht aus Zellen und
Komponenten, welche z.B. eindringende Pathogene Uber sogenannte Mustererkennungs-
Rezeptoren (engl. pattern recognition receptors, PRRs), wie Toll-like Rezeptoren (TLRs) oder
Scavenger-Rezeptoren, erkennen kdnnen (Medzhitov and Janeway 2000). Zu diesem Teil des
Immunsystems, welches eine schnelle und effiziente Immunreaktion herbeifiihrt, gehoren
unter anderem Makrophagen, NK (natdrliche Killer) Zellen, Dendritische Zellen (DZ) und auch
Granulozyten (siehe Abb.1.1) (Delves and Roitt 2000). Hierbei werden Pathogen-assoziierte
molekulare Muster (engl. pathogen-associated molecular patterns, PAMPs), wie spezifische
Oberflachenstrukturen oder Charakteristika von Pathogenen erkannt, welche im menschlichen
Organismus normalerweise nicht vorzufinden sind. Dies kdnnen Lipopolysaccharide (LPS),
doppelstriangige Ribonukleinsdure (RNA) oder unmethylierte CpG Desoxyribonukleinsdure
(DNA) sein. PRRs werden von neutrophilen Granulozyten, Makrophagen, Dendritischen Zellen,
Lymphozyten, Epithelzellen und auch Endothelzellen exprimiert und sind entweder auf der
Zelloberflache, im Zytoplasma oder in endosomalen Vesikeln lokalisiert. Die Bindung von z.B.
LPS an seinen spezifischen TLR (TLR4) fiihrt zu einer Sekretion von pro-inflammatorischen
Zytokinen, welche eine Entzlindungsreaktion auslésen und dem Immunsystem somit einen
Gefahrenstatus signalisieren. Gelingt es den Zellen und Zytokinen des innaten Immunsystems
nicht, eine Infektion erfolgreich einzudammen und zu eliminieren, so kommt es zur Aktivierung

des adaptiven Immunsystems (Murphy 2011; Palm and Medzhitov 2009).
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Abb.1.1: Uberblick Uber das Immunsystem. Modifiziert nach Dranoff, 2004 (Nature Reviews
Cancer)(Dranoff 2004).

Das adaptive Immunsystem stellt den zweiten Arm zur Bekdmpfung von eindringenden
Pathogenen dar. Es ist Antigen-spezifisch und kann in die durch B Zellen und deren Antikorper
vermittelte humorale und eine Zell-vermittelte Immunantwort unterteilt werden. Trager der
letzteren sind die T Zellen, die sich im Thymus entwickeln und in zwei Hauptklassen unterteilt
werden: CD4" und CD8" T Zellen. CD8" T Zellen werden nach ihrer Aktivierung zytotoxische T
Zellen (ZTL) genannt und induzieren Apoptose in ihren Zielzellen, welche mit einem Pathogen
infiziert, beschadigt oder anderweitig nicht-funktional sind, wie z.B. Tumorzellen. ZTLs
exprimieren einen T Zell-Rezeptor (TZR), welcher ein spezifisches Antigen im Kontext von MHC
(engl. major histocompatibility complex)-1 prasentiert, erkennen kann. Die zweite Hauptklasse
an T Zellen stellen die CD4" T Zellen, deren gréRte Untergruppe Helfer T-Zellen sind, dar. Sie
unterstiitzen die Funktion von ZTLs und B Zellen und kénnen weiterhin in verschiedene
Subtypen, je nach Zytokin Sekretionsmuster, unterteilt werden. CD4" T Zellen erkennen
Antigen, welches im Kontext von MHC-Il prasentiert wird. Wird ein Antigen unter
inflammatorischen Bedingungen erkannt, so wird eine Immunreaktion ausgeldst, die durch die
Aktivierung und Proliferation von Antigen-spezifischen T und B Zellen charakterisiert ist. Nach
der Induktion einer Immunantwort differenzieren T Zellen in Effektorzellen, die der
Bekdampfung der aktuell vorliegenden Infektion dienen, oder Gedachtniszellen, welche bei
einem erneuten Kontakt mit dem Pathogen eine schnellere Immunantwort und Eradikation

ermoglichen (Murphy 2011; Ahmed and Gray 1996).
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1.2 DZ-Lizensierung und klassisches Cross-Priming

ZTLs sind in der Lage, sehr spezifisch und effektiv infizierte oder entartete Immunzellen im
Rahmen einer adaptiven Immunantwort zu eliminieren. Die Initiierung der zytotoxischen
Funktion von ZTLs muss allerdings einer separaten Kontrolle unterliegen, um zu verhindern,
dass sie sich gegen gesunde korpereigene Zellen richten. Diese Funktion wird von
dendritischen Zellen wahrgenommen, welche die Aktivierung der CD8" T Zellen Uber drei
Signale kontrollieren und somit sicherstellen, dass das von ihnen prasentierte Antigen auch im
Rahmen einer Inflammation erkannt wird. Zum Einen wird das spezifische Antigen im Kontext
von MHC-I auf der Oberflache von Dendritischen Zellen prasentiert (Signal 1). Als zweite Ebene
der T Zell Aktivierung werden Ko-Stimulatorische Molekiile bendtigt, die aus der
Immunglobulin Superfamilie (z.B. CD80 und CD86 auf Seite der DZ, die CD28 auf Seite der T
Zelle (TZ) binden) oder aus der Tumor Nekrosis Superfamilie (z.B. CD40 auf Seite der DZ und
CDA40L auf Seite der TZ) stammen (Allison 1994; Thaiss et al. 2011). Als drittes wichtiges Signal
gilt die Produktion von verschiedenen Zytokinen wie IL-12, IL-2 oder Typ | Interferon, die CD8"
T Zell-Differenzierung und klonale Expansion ermoglichen (Curtsinger, Johnson, and Mescher
2003). Um eine CD8" T Zell-vermittelte Immunreaktion z.B. gegeniiber intrazelluldren
Pathogenen, Viren oder gegen Tumore etablieren zu kénnen, bedarf es eines molekularen
Prozesses, bei dem exogen aufgenommene Antigene (iber den MHC-I Prasentationsweg an
CD8" T Zellen prasentiert werden. Dieser mechanistische Vorgang wird Kreuzprisentation
genannt (Kurts, Robinson, and Knolle 2010). Der zelluldre Effekt, bei dem eine immunogene
ZTL Antwort durch ein Antigen hervorgerufen wird, welches nicht von der Antigen-
prasentierenden Zelle (APZ) selbst produziert wurde, wird als Cross-Priming bezeichnet (Bevan
1976; Sigal et al. 1999). APZ, die am Besten fir die Ausfiihrung dieses Prozesses ausgeristet
sind, sind CD8" XCR1* DZ (Haan, Lehar, and Bevan 2000; Bachem et al. 2010). Eine Dendritische
Zelle muss, um ZTL Antworten initiieren zu konnen, vollstindig aktiviert sein, wie bereits durch
die drei wichtigen Signale oben erlautert wurde. Eine solche, vollstiandig aktivierte DZ wird
Jlizensiert’ genannt und bedarf der Hilfe von CD4" T Zellen (Bennett et al. 1998; Banchereau
and Steinman 1998; Lanzavecchia 1998). Dieser Vorgang der kognaten Lizensierung beruht auf
dem Vier-Augen-Prinzip, sodass sowohl CD4" T Zelle, als auch die zu aktivierende ZTL jeweils
das gleiche Antigen (iber MHC-II (CD4" T Zelle) oder iber MHCI-I (ZTL) prasentiert bekommen.
Dieses ,Einholen’ einer zweiten Meinung dient der Sicherstellung der immunogenen Relevanz
des Antigens und dem AusschlieRen der Aktivierung von autoreaktiven T Zellen, welche trotz

negativer Selektion im Thymus in der Peripherie vorzufinden sind. CD4" T Zellen stellen hierbei
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den aktivierenden CD40 Ligand auf ihrer Zelloberflache zur Verfiigung, der nach Kontakt mit
CD40 auf der Oberflaiche der Dendritischen Zelle zu einer Reifung der DZ in Form von
Hochregulation von Adhesions- und Ko-Stimulatorischen Molekilen und der Sezernierung von
Zytokinen wie IL-12 fiihrt (Cella et al. 1996). CD8" zytotoxische T Zellen, die keine CD4 T Zell
Hilfe wahrend der Priming Phase erhalten, zeigen verminderte Effektorfunktionen und kénnen
keine addquate Gedichtnisantwort generieren. Diese CD8" T Zellen werden als ,hilflose’ ZTL
bezeichnet (Qiu and Cui 2007). Um sicherzustellen, dass DZ, CD4" T Zelle und CD8" T Zelle mit
der gleichen Pathogen-Spezifitdit moéglichst schnell zueinander finden, produzieren DZ nach
Lizensierung durch CD4" Helfer-Zellen Chemokine wie CCL3, CCL4 und CCL5, um somit naive
ZTLs anzulocken, die ihrerseits den Rezeptor CCR5 auf der Zelloberfliche exprimieren
(Castellino et al. 2006). ZTL besitzen die Fahigkeit nach ihrer Aktivierung auch CCR5 Liganden
ZU sezernieren, um somit weitere naive ZTL anzulocken, sodass diese DZ finden, die den

Vorgang des klassischen Cross-Primings erfolgreich durchlaufen haben (Hugues et al. 2007).

1.2.1 Alternatives Cross-Priming

Als Grundlage fiir diese Dissertation wurde in unserem Labor der Mechanismus des
alternativen Cross-Primings entdeckt. Hierbei konnte gefunden werden, dass NKT (natiirliche
Killer T) Zellen die Helfer-Funktion von CD4" T Zellen iibernehmen kdnnen, wenn das
Lipidantigen a-Galactosyl-Ceramid (aGC) liber das CD1d Molekill von DZ prasentiert wird.
Anstelle der Produktion von Liganden fiir CCR5 konnte die Nutzung des Rezeptor Liganden
Paars CCR4-CCL17/CCL22 ausgemacht werden (Semmling et al. 2010) (siehe Abb.1.2). Durch
die Nutzung des Lipidantigens aGC konnte bereits im Vorfeld ermittelt werden, dass DZ nach
NKT Zell Hilfe CD40-abhangig ZTLs aktivieren kdnnen, was wiederum von aGC vermittelt war
(Nishimura et al. 2000). Das Lipidantigen besitzt die Fahigkeit Dendritische Zellen reifen zu
lassen, indem es Oberflachenmolekiile wie CD40, CD80, CD86 oder auch MHC-Il hochreguliert
(Fujii et al. 2003). Die Erkennung des Lipidantigens fihrt bei NKT Zellen zur verstarkten
Expression von CD40L, dhnlich wie bei CD4" T Helferzellen beim Klassischen Cross-Priming. In
CD40-defizienten Maéausen konnte trotz Aktivierungsmarker Expression von DZ keine ZTL
Antwort generiert werden. Ebenfalls fihrt die Aktivierung der NKT Zelle zu einer massiven
Produktion von Zytokinen wie IFNy und zur Hochregulation von Aktivierungsmarkern auf

Seiten der DZ (Hermans et al. 2003; Fujii et al. 2004).
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Abb.1.2: Klassisches und Alternatives Cross-Priming. Gezeigt ist der Mechanismus der DZ-Lizensierung
entweder durch CD4" T Zell-Hilfe (klassisches Cross-Priming, links) oder durch NKT Zell-Hilfe (alternatives
Cross-Priming, rechts). Modifiziert nach Kurts et al., 2010 (Nature Reviews Immunology) (Kurts,

Robinson, and Knolle 2010).

Die Studie von Semmling und Kollegen (Semmling et al. 2010) konnte zeigen, dass ein und
dieselbe Dendritische Zelle Antigen an die NKT Zelle und an die ZTL prasentieren muss, um
eine effiziente zytotoxische T Zell Antwort hervorzurufen. Alternatives Cross-Priming lauft
dabei unabhangig vom klassischen Cross-Priming ab, da die Abwesenheit von CD4 T Zell Hilfe
dieses nicht beeintrachtigte. Neben der Beteiligung von NKT Zellen als Helferzellen konnte vor
allem eine Rolle von CCL17/CCL22 und CCR4 im alternativen Cross-Priming identifiziert
werden. CCL17 wird hierbei von CD8" DZ nach systemischer Gabe von aGC in der Milz
produziert und kann naive CCR4-exprimierende ZTLs zu den Antigen-prasentierenden und
lizensierten DZ leiten. Die CCL17-produzierende DZ war auch die APZ, die das
kreuzprasentierte Antigen den ZTLs auf ihrer Oberfliche via MHC-I prasentierte. Die
Produktion des Chemokins CCL17 zur Rekrutierung von naiven CCR4-exprimierenden ZTLs ist

dementsprechend eine spezifische Eigenschaft von lizensierten DZ.
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1.2.2 CCR4und CCL17

Chemokine sind chemotaktisch wirkende Zytokine und stellen somit wichtige Regulatoren der
Migration von Immunzellen dar. Sie alle zeigen einen &dhnlichen strukturellen Aufbau, der
durch vier konservierte Cystein-Reste gekennzeichnet ist, die untereinander Disulfid-Briicken
ausbilden konnen. Die sich ausbildende, charakteristische Sekundarstruktur mit sieben
transmembran a-helikalen Domdanen lasst sie zur Familie der G-Protein gekoppelten
Rezeptoren gehoren (Rot and Andrian 2004; Zlotnik and Yoshie 2000). Chemokine sind durch
ihre Redundanz gekennzeichnet, was bedeutet, dass verschiedene Chemokine an denselben
Rezeptor binden kénnen. Im klassischen Cross-Priming gibt es fiir den Rezeptor CCR5 gleich
drei Liganden: CCL3, CCL4 und CCL5. Fir den Rezeptor CCR4 konnten bis jetzt zwei Liganden
identifiziert werden: CCL17 und CCL22 (Rot and Andrian 2004; Lieberam and Forster 1999). Der
Rezeptor von CCL17 und CCL22, CCR4, wird auf einer groRen Bandbreite an Zellen exprimiert.
Es konnte gezeigt werden, dass CCR4 auf aktivierten T Zellen (vor allem Ty2 Zellen),
Makrophagen, Monocyten, Blutplattchen, NK Zellen und Neutrophilen exprimiert wird
(Biedermann et al. 2002; Maghazachi 2003; Andrew et al. 1998; Power et al. 1995; Mishalian
et al. 2014). Far CCR4 wurde vor allem eine Rolle in Ty2-mediierten Entziindungen wie
atopischer Dermatitis (Leung et al. 2003) oder auch in Autoimmunerkrankungen wie
experimenteller autoimmun Enzephalomyelitis gefunden (Poppensieker et al. 2012). Hier sind
sie fur die Modulation von DZ Funktionen oder fiir die Migration von T2 Zellen an den Ort der
Inflammation zustdndig. Die Analyse von CCR4”-Miusen zeigte, dass diese sich normal
entwickeln kdnnen und das Fehlen von CCR4 keinen Einfluss auf die T2 Differenzierung in
vitro hat. Allerdings konnte eine Rolle fir CCR4 in LPS-induzierter Sepsis festgestellt werden,
da hier CCR4-defiziente Mdause eine erhohte Resistenz aufwiesen, was durch eine verringerte
Anzahl von F4/80" Makrophagen in diesen M&usen erklart werden kann (Chvatchko et al.
2000). Neben der bereits beschriebenen Funktion von CCR4 konnten weitere in den folgenden
Erkrankungsmodellen gefunden werden: Hodgkin Lymphome von T Zellen (Jones et al. 2000),
Rheumatoider Arthritis (Katschke et al. 2001) oder auch in chronisch entziindlichen

Darmerkrankungen (Yuan et al. 2007).

CCL17 wird auch als TARC (engl., thymus- and activation-regulated chemokine) bezeichnet und
gilt als vor allem DZ-spezifisches und sekretiertes Chemokin. In seiner Funktion als DZ-
sezerniertes Chemokin ist es fir die Migration von CCR4-exprimierenden T Zellen zustiandig
(Lieberam and Forster 1999). Ein zweiter Ligand fir CCR4, CCL22, wurde identifiziert, ist aber
bislang nur wenig charakterisiert worden (Imai et al. 1998). CCL17 und CCL22 sind nicht auf

dem Chemokin-Cluster auf Chromosom 11 lokalisiert, wie die meisten CC Chemokin-Gene,
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sondern kdnnen zusammen mit CX3CL1 auf dem Chromosom 8 detektiert werden (Zlotnik and
Yoshie 2000). Die Expression von CCL17 konnte in verschiedenen Geweben wie Thymus,
Lunge, Darm, Milz und Lymphknoten nachgewiesen werden und wird nicht von B oder T Zellen
exprimiert (Lieberam and Forster 1999; Alferink et al. 2003; Semmling et al. 2010). CCL17
wurde eine Rolle in verschiedenen Krankheitsbildern zugeschrieben. Die prominenteste
Funktion nimmt es in allergischen Reaktionen ein. In einem Modell zu allergischer, bronchialer
Hyperreaktivitdt konnte in Abwesenheit von CCL17, durch den Einsatz eines blockierenden
Antikorpers, das Krankheitsbild signifikant verbessert werden (Kawasaki et al. 2001). In CCL17-
defizienten Méausen wurde eine reduzierte T Zell-abhdngige Kontakthypersensitivitdtsreaktion
festgestellt (Alferink et al. 2003) und Patienten mit atopischer Dermatitis wiesen eine erhéhte
Produktion des Chemokins CCL17 auf (Horikawa et al. 2002). In anderen
Autoimmunerkrankungen erfolgt eine Immunpathogenese durch die Rolle von DZ-sezernierten
CCL17 in der Regulation von regulatorischen T Zellen (T, Funktionen. So konnte in einem
Kolitis-Modell gezeigt werden, dass CCL17 die Produktion von inflammatorischen Zytokinen
von DZ férdert und die Expansion von T reduziert, was in einem entziindlichen Thil-
Phanotyp resultierte (Heiseke et al. 2012). Derselbe Mechanismus von DZ-produziertem
CCL17, welcher zu einer verminderten T, Expansion fiihrt, konnte in muriner Arteriosklerose
nachgewiesen werden (Weber et al. 2011). Wahrend einer Hepatitis C Virus (HCV) Infektion im
Menschen wurde ermittelt, dass DZ nach Kontakt mit HCV-infizierten Zellen CCL17 produzieren
und somit T, in der Leber akkumulieren (Riezu-Boj et al. 2011). Neben der Funktion von
CCL17 Tiegs zum Ort einer Inflammation zu leiten, konnten mehrere Studien eine Produktion
von CCL17 nach Infektion mit einem Pathogen ermitteln. So wird CCL17 von murinen
Langerhans Zellen nach der Stimulation mit Komponenten der Zellwand von S. aureus
sezerniert (Matsui, Tofukuji, and lkeda 2015) oder nach Stimulation von BMDCs (engl. bone
marrow-derived DCs) mit Filarien-Extrakten (Specht et al. 2011). In einer Infektion mit
Helminthen stieg der Gehalt von CCL17 im Serum von infizierten Patienten deutlich an (Geiger
et al. 2013). Die Funktion der CCR4-CCL17 Achse in einer Immunreaktion ist sehr breit
angelegt, kann pro- oder anti-inflammatorische Prozesse antreiben und somit einen wichtigen

Einfluss auf den Ausgang von Immunreaktionen nehmen.
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1.3 Natirliche Killer T Zellen

Natdrliche Killer T Zellen stellen eine spezialisierte Untergruppe von Lymphozyten dar, welche
sowohl Eigenschaften des innaten als auch des adaptiven Immunsystems in sich vereinigen. Sie
spielen damit eine wichtige Rolle in verschiedenen immunologischen Szenarien wie zum
Beispiel den Erhalt von Selbst-Toleranz oder in der effektiven Uberwachung von Tumoren
(Parekh, Wilson, and Van Kaer 2005). lhre duale Rolle in der Ausfiihrung von innaten und
adaptiven Funktionen spiegelt sich auch in der Komposition ihrer Oberflichenrezeptoren
wider. Diese beinhaltet sowohl phanotypische Marker von NK Zellen als auch von T Zellen. Der
T Zell Rezeptor einer NKT Zelle kann mit einer breiten Auswahl an Selbst- und Fremdantigenen
reagieren und innerhalb von kiirzester Zeit in ihrer innaten Funktion Zytokine und Chemokine
sekretieren. Ihre T Zell Rezeptor Komposition ist an ihre Rolle in der adaptiven Immunantwort
angelehnt. Die jeweilige Zusammensetzung des TZR lasst die NKT Zellen in zwei verschiedene
Subtypen unterteilen. Typ | oder invariante NKT Zellen (iNKT Zellen) besitzen einen semi-
invarianten TZR bestehend aus einem in der Keimbahn kodierten V alpha Gen (V alpha 14 /J
alpha 18 in Mausen), wo hingegen Typ Il NKT Zellen oligoklonale TZRs tragen, die Antigene wie
Sulfatid erkennen (Bendelac, Savage, and Teyton 2007; Godfrey and Kronenberg 2004; Kumar
and Delovitch 2014). iNKT Zellen sowohl aus der Maus als auch aus dem Menschen reagieren
auf das Glycolipid-Antigen aGC, welches aus einem marinen Schwamm (Agelas mauritianus)
extrahiert wurde, mit einer Produktion von verschiedenen Zytokinen, welche wiederum
Immunzellen wie NK Zellen, B Zellen, T Zellen oder auch Dendritische Zellen aktivieren kénnen.
In der Maus reprasentieren sie ca. 0.5 % aller T Zellen im Blut, 2 % in den sekundaren
lymphatischen Organen und Gber 30 % aller T Zellen in der Leber. Wahrend einer Entziindungs-
und Immunreaktion kdnnen die iNKT Zellen in verschiedenen Organen, wie dem Pankreas in
Typ | Diabetes oder in der Lunge bei Asthma, in ihrer Anzahl stark ansteigen (Akbari et al. 2003;
Sharif et al. 2001). Im menschlichen Blut sind nur 0.1 - 0.2 % der T Zellen iNKT Zellen, was einer
5-fach geringeren Menge verglichen mit den sekundaren lymphatischen Organen oder der
Leber entspricht (P. T. Lee et al. 2002). iNKT Zellen exprimieren eine invariante TZR alpha Kette
(Va24 Jal8 im Menschen oder Val4 Jal8 in der Maus) und eine limitierte Zusammenstellung
an TZR beta Ketten (VB11 im Menschen oder VB8.2, VB7 oder VB2 in Mausen) (Godfrey et al.
2004). Der NKT TZR erkennt Lipidantigene, welche Uber das nicht-polymorphe MHC-I dhnliche
Molekil CD1d prasentiert werden. Hierbei formen die schwere Kette des CD1 Molekiils und

ein B,-Mikroglobulin einen Heterodimer-Komplex auf APZ und kénnen dank Bildung einer
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tiefen hydrophoben Tasche Lipidantigene binden (Zeng et al. 1997; Porcelli 1995). Durch die
Etablierung von hilfreichen Techniken wie CD1d-Tetramere, CD1d-defiziente Mause (ohne NKT
Zellen) oder Jal8-defiziente Mause (ohne iNKT Zellen) (Benlagha et al. 2000; Matsuda et al.
2000; Kawano et al. 1997) konnte eine zuverlassige Identifikation von NKT Zellen erfolgen. Dies
ist vor allem von hochster Wichtigkeit, wenn die groBe Menge an verschiedenen Zytokinen, die
von NKT als auch von NK Zellen in inflammatorischen Umgebungen produziert werden,
bedacht wird. NKT Zellen sind durch ihre mannigfaltigen Fahigkeiten in den Fokus bei der
Behandlung von Krebs oder Autoimmun- und inflammatorischen Krankheiten geriickt. Hierbei
stellen sie vielversprechende Untersuchungsobjekte fir die Entwicklung von Vakzin-
Adjuvantien und Immunotherapien dar. Verschiedene klinische Studien haben gezeigt, dass
infolge der Aktivierung von iNKT Zellen durch ihren Liganden aGC robuste ZTL und Antikorper
Antworten generiert werden kdnnen (siehe Review (Padte et al. 2011; Carrefio, Kharkwal, and

Porcelli 2014; Faveeuw and Trottein 2014).

1.3.1 Aktivierung von Natiirlichen Killer T Zellen

Die Aktivierung von NKT Zellen und die jeweilige anschlieBende Produktion von Zytokinen und
Chemokinen ist abhangig von der initialen Signalherkunft: entweder durch TZR-Stimulation
oder durch die Aktivierung mittels Zytokinen. Eine grofRe Anzahl von Mikroorganismen
besitzen keine NKT Zell-aktivierenden Antigene und somit findet meistens eine Aktivierung der
NKT Zelle Gber Zytokin-vermittelte Signale in Kombination mit endogenen Antigenen statt. Es
kann also unterschieden werden zwischen Infektionen, bei denen NKT Zellen durch ein Antigen
des Pathogens aktiviert werden und solchen, bei denen eine Kombination aus
inflammatorischen Zytokinen und korpereigenen NKT Zell-Liganden zu einer Aktivierung fiihrt.
Im Folgenden soll es zundachst um erstere Variante gehen. Die klassische Aktivierung von iNKT
Zellen ist durch die Erkennung von Lipidantigenen prasentiert auf CD1d an den TZR vermittelt.
Wie bereits erwdhnt, wurden die meisten Erkenntnisse zur Aktivierung von iNKT Zellen durch
die Nutzung von aGC gewonnen. Neben diesem starken und prototypischen Adjuvants
konnten verschiedene mikrobielle Glykolipide ermittelt werden, welche iNKT Zellen zur Zytokin
Produktion  anregen. Glykolipide von Bakterien wie Sphingomonas (alpha-
Glukuronosylceramid), Helicobacter (Cholesteryl alpha-Glukosid) oder Borrelia (Diacylglycerol-
enthaltene Glykolipide) filhren zu einer nachhaltigen Aktivierung von iNKT Zellen, welche
anschlieBend inflammatorische Zytokine wie IFN-y, IL-4 oder IL-17 sezernieren. Diese Zytokin
Produktion ist unabhdngig von TLR Stimulation, IL-12 oder der Erkennung von endogenen

Antigenen (Y.-J. Chang et al. 2011; Y. Kinjo et al. 2011). Das in Sphingomonas vorhandene
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Glykolipidantigen induziert die Sezernierung von IL-4 und IFNy in iNKT Zellen, dhnlich der von
aGC hervorgerufenen Reaktion (Y. Kinjo et al. 2005; Mattner et al. 2005; Y. Kinjo et al. 2006).
Es konnte gezeigt werden, dass Dendritische Zellen beladen mit aGC oder Sphingomonas
Glykolipiden die Freisetzung von IFNy und IL-4 férdern, wobei hauptsadchlich IFNy von den iNKT
Zellen sezerniert wird (Fujii et al. 2002; Y. Kinjo et al. 2005). Die Mehrheit der murinen und
humanen iNKT Zellen kénnen diese beiden Antigene erkennen, was auch an deren dhnlichem
strukturellen Aufbau liegt (Kawano et al. 1997). Gram-negative Bakterien wie Sphingomonas
kommen in der Umwelt reichlich vor und kénnten somit die Schwammprobe besiedelt haben,
aus welcher aGC identifiziert worden ist. Die Nutzung von synthetischen Versionen des
exogenen iNKT Zell Adjuvanz aGC wurde intensiv studiert und zeigte die Funktion des
invarianten TZRs als einen Muster-Erkennungsrezeptor auf (Mallevaey and Selvanantham
2012). Diese Erkenntnisse gingen mit einer vermehrten Erforschung von therapeutischen und
aktivierenden Funktionen von iNKT Zell Agonisten einher. Hierbei sollte stets bedacht werden,
dass iNKT Zell Aktivierung auch allergischen Erkrankungen der Luftwege oder zur Anergie der
Zellen infolge einer Uberstimulation fiihren kann (Parekh et al. 2005; Oki and Miyake 2007).
Neben der Aktivierung von iNKT Zellen durch die Erkennung von Lipidantigen liber den TZR,
kénnen iNKT Zellen durch Zytokine aktiviert werden. Die meisten Mikroorganismen, welche in
der Lage sind, iNKT Zellen zu stimulieren, besitzen kein passendes Antigen sondern Zytokine
wie IL-12 oder IL-18 substituieren fir diesen nicht vorhandenen Stimulus. Einige bakterielle
und virale Infektionen konnen in der Abwesenheit von TZR Signalwegen eine robuste IL-12
Produktion in DZ generieren, welche ihrerseits iNKT Zellen in vivo aktivieren kdnnen (Brigl et al.
2003; Wesley et al. 2008). Die in vitro Stimulation oder Infektion mit verschiedenen
bakteriellen Mikroorganismen von DZ resultierte in einer substantiellen IFNy Produktion von
iNKT Zellen, die vor allem IL-12 abhéngig war. Dies konnte sogar fiir Sphingomonas oder
Streptococcus gezeigt werden, bei denen man weiB, dass sie iNKT Zell stimulierende Antigene
besitzen (Brigl et al. 2011). Durch eine hohe IL-12 Rezeptor Expression und eine nachfolgende
IL-12 induzierte STAT-4 Aktivierung sind iNKT Zellen exzellent pradisponiert fiir eine schnelle,
Zytokin-vermittelte Aktivierung. Bei MHC-I abhangigen T Zellen wird im Vergleich dazu die IL-
12 Rezeptor Expression erst nach TZR-vermittelter Aktivierung hochreguliert. Dieser indirekte
Weg der iNKT Zell-Aktivierung resultiert in einer verstarkten IFNy Produktion und ist nicht
vermittelt durch TLR Liganden wie TLR2, TLR4, TLR5, TLR8 oder TLR9 fiir die gezeigt wurde,
dass sie iNKT Zellen in vitro und in vivo stimulieren kdonnen (Paget et al. 2007; Salio et al. 2007;
Tyznik et al. 2008; Wesley et al. 2008) untersuchten die Immunantwort in CD1d-defizienten
Mausen gegen das Pathogen Aspergillus fumigatus und konnten zeigen, dass eine innate

Erkennung von B-1,3 Glukan, einem Polysaccharid als Hauptbestandteil der Pilzzellwand, durch
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NKT Zellen stattfindet und dies somit in den CD1d-defizienten Mausen zu einer schlechteren
Kontrolle der Pilzinfektion fiihrt. Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die iNKT
Zell Polarisierung durch das inflammatorische Milieu bestimmt wird, wenn die Aktivierung
unabhéangig vom TZR stattfindet. Durch die mannigfaltigen Mechanismen, mit welchen iNKT
Zellen aktiviert werden kénnen und die darauf folgende Produktion von Zytokinen wurden
funktionelle iNKT Zell Subtypen postuliert. Diese wurden analog zu den MHC-I abhédngigen T
Zell Subtypen gewdahlt: NKT1, NKT2, NKT17, NKTgy und NKT10. Hierbei produzieren NKT1 Zellen
vor allem IFNy und sind der dominante Subtyp in C57BL/6 Mausen. In Balb/c Mausen wurde im
Gegensatz dazu hauptsachlich der NKT2 Subtyp in Milz und Thymus gefunden, der vor allem IL-
4 produziert (Crowe et al. 2005; Y. J. Lee et al. 2013). NKT17 Zellen sind charakterisiert durch
die Produktion des Zytokins IL-17 und IL-22 und als ein Subtyp von hepatischen iNKT Zellen
entdeckt worden. Sie werden durch aGC induziert und kommen vor allem in den
Lymphknoten, in der Lunge und in der Haut von Mausen mit Atemwegsneutrophilie vor
(Michel et al. 2007). Ebenfalls ist bekannt, dass dieser iNKT Zell Subtyp IL-7 fir seine
Homdostase und sein Uberleben bendtigt (Webster et al. 2014) und die Aktivierung in der
Anwesenheit von TGF-B und IL-1B geschieht (Monteiro et al. 2013). Der kirzlich entdeckte
NKT10 Subtyp kann durch die Sezernierung von IL-10 Immunantworten abschwéachen und wird
vor allem in adipésem Gewebe gefunden, in welchem iNKT Zellen vor Fettleibigkeit-induzierten

Entziindungen und Stoffwechselerkrankungen schiitzen kénnen (Lynch et al. 2012).

1.3.2 Natirliche Killer T Zellen in Interaktion mit anderen Immunzellen

iNKT Zellen sezernieren wahrend einer Immunreaktion viele verschiedene Zytokine und
Chemokine, welche wiederum andere Zellen des innaten und adaptiven Immunsystems
beeinflussen kénnen. Nachfolgend soll ein kurzer Uberblick iiber die Interaktionsméoglichkeiten
von iNKT Zellen mit anderen Immunzellen gegeben werden (siehe Abb.1.3). Ein dulerst
wichtiger Interaktionspartner von iNKT Zellen stellen Dendritische Zellen dar. Durch ihre
konstitutive Expression von CD1d sind sie in der Milz der Hauptzelltyp fiir die Aktivierung von
iNKT Zellen (Brennan, Brigl, and Brenner 2013). Nach der Aktivierung von iNKT Zellen durch die
Erkennung von Lipidantigenen prasentiert Gber CD1d sekretieren diese groRe Mengen IFNy,
welches der Aktivierung von NK Zellen dienen kann (Fujii et al. 2004). Nach der Erkennung von
mikrobiellen PAMPS produzieren Dendritische Zellen IL-12 und erhdhen die Prasentation von
Selbst-Lipid-Antigenen, was zu einer verstarkten Aktivierung von iNKT Zellen fiihrt (Paget et al.

2007; Salio et al. 2007). Die Produktion von IL-12 nach Interaktion von iNKT TZR und CD1d-
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Lipid-Komplex wird zudem weiter durch eine Interaktion zwischen CD40- und CDA4O0L-

Molekilen erhéht, welche von den DZ beziehungsweise den NKT Zellen exprimiert werden.

IL-4,1L-10, IL-13,
IL-17A,IFNY o

IL-4,1L-13,© |e
GM-CSF, ©\o
IFNy, TNF @

\) \ |'\
/\ Makrophade >
TN

Abb.1.3: Interaktionsmoglichkeiten von iNKT Zellen mit anderen Zellen des innaten und adaptiven
Immunsystems. Gezeigt sind verschiedene Wechselbeziehungen von iNKT Zellen mit T Zellen, NK Zellen,
Dendritischen Zellen (DZ), Makrophagen und Neutrophilen. Modifiziert nach Brennan et al., 2013

(Nature Reviews Immunology) (Brennan, Brigl, and Brenner 2013).

Diese Interaktion kann zu der Lizensierung von DZ und somit zum alternativen Cross-Priming
fUhren, so wie in Abschnitt 1.3.2 beschrieben. Die Lizensierung der DZ fiihrt zu der Aktivierung
von ZTL und somit zur Induktion einer zytotoxischen T Zell-Antwort (Semmling et al. 2010).
Sowohl durch die Produktion von IL-12 von Dendritischen Zellen als auch von IFNy ausgehend
von iNKT Zellen, konnen NK Zellen aktiviert werden, sodass sie z.B. in einer Infektion mit
Listeria monocytogenes selbst verstarkt IFNy produzieren kénnen (siehe Abschnitt 1.4.1).

Neben Dendritischen Zellen kdénnen auch Makrophagen Lipidantigene an iNKT Zellen
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prasentieren und befinden sich in groRer Anzahl in der Leber, hier als Kupffer- und Sternzellen,
wo sie in der Blutbahn sich befindende Pathogene aufnehmen und eliminieren kénnen
(Schmieg et al. 2005; Winau et al. 2007). Im Gegenzug kann das von iNKT Zellen sezernierte
Repertoire an Zytokinen, wie z.B. IFNy, Makrophagen aktivieren und in einer Infektion mit P.
aeruginosa die bakteriozide Aktivitdit von Lungenmakrophagen steigern (Nieuwenhuis et al.
2002). Die Produktion von IL-4 und IL-13 von iNKT Zellen kann zur Polarisierung zu dem anti-
inflammatorischen M2-Phanotyp von Makrophagen fiihren, was z.B. bei Erkrankungen der
Lunge einer erfolgreichen Bekampfung der Infektion entgegenstehen kann (E. Y. Kim et al.
2008). iNKT Zellen spielen ebenfalls eine essentielle Rolle in der Rekrutierung von neutrophilen
Granulozyten wahrend einiger bakterieller Infektionen. Dies geschieht durch die Sekretion von
CXCL12 durch iNKT Zellen z.B. nach Infektion mit S. pneumoniae (Kawakami et al. 2003). iNKT
Zellen kdnnen mit einer Vielzahl von Immunzellen auf verschiedene Arten interagieren und

spielen somit eine wichtige Rolle in der Initiation und Regulation von Immunantworten.

1.3.3 Mikrobiota und Natirliche Killer T Zellen

Vor allem im Gastrointestinaltrakt befinden sich verschiedenste Populationen an sogenannten
kommensalen Bakterien. Diese stehen immer haufiger im Fokus von wissenschaftlichen
Untersuchungen, da diese sogenannten Mikrobiota einen starken Einfluss auf die Kontrolle von
Wirtsimmunitat und der Verhinderung von immunvermittelten Krankheiten, wie z.B. Asthma,
haben (Hooper, Littman, and Macpherson 2012). Méause, welche von keinerlei Bakterien
kolonialisiert wurden (germ-free Mause) oder welche in der Neugeborenen-Phase mit einem
Breitbandantibiotikum behandelt wurden, zeigten eine starke Verdnderung verschiedener
Komponenten des innaten und adaptiven Immunsystems (Zeissig and Blumberg 2014a).
Hierbei stellte sich heraus, dass NKT Zellen eine essentielle Rolle in der Regulierung von Wirt-
Mikrobiota Interaktionen an Schleimhduten einnehmen und sowohl CD1d als auch NKT Zellen
die Kolonisierung mit Kommensalen beeinflussen kénnen. Ebenso wird die Entwicklung und
Reifung von NKT Zellen stark von der mikrobiellen Besiedlung des Gastrointestinaltrakts
beeinflusst (Zeissig and Blumberg 2014b). Somit besteht die Maoglichkeit, dass in der
Abwesenheit von NKT Zellen oder von CD1d die Mikrobiota in ihrer Zusammensetzung
verandert wird und damit Einfluss auf den Ausgang einer Immunreaktion nehmen kann.
Analysiert man germ-free Mause, wird deutlich, dass diese mehr iNKT Zellen in Lunge und
Darm aufweisen. Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass iNKT Zellen aus der Milz von germ-
free Mausen eine reduzierte Expression von Aktivierungsmarkern auf ihrer Zelloberflache und

eine verringerte Zytokinproduktion aufwiesen (Olszak et al. 2012; Wingender et al. 2012). In
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der Publikation von Wingender (2012) (Wingender et al. 2012) wurde ein Unterschied sowohl
in der Anzahl an NKT Zellen als auch in der Menge an Zytokinen, die diese produziert haben
deutlich, wenn man WT (Wildtyp) Mause von verschiedenen Herstellern untersuchte. Dieser
Unterschied war nach dem gemeinsamen Co-Housing nicht mehr ermittelbar. Beim Co-
Housing (gemeinsame Haltung von Mausen verschiedenen Genotyps in einem Kafig) von
Mausen mit verschiedenen Mikrobiota kann nach vier Wochen davon ausgegangen werden,
dass sich die Mikrobiota zwischen den Mausen angeglichen hat. In einer weiteren Studie
wurde die epigenetische Struktur des CXCL16 Lokus untersucht und es zeigte sich, dass dieser
in germ-free Mausen hypermethyliert ist und diese Méause folglich eine erhohte CXCL16
Expression aufweisen, was zu einer verstarkten CXCL16-abhangigen Migration von iNKT Zellen
in Schleimhauten fiihrte (Olszak et al. 2012). Neben dem nachgewiesenen Einfluss der
Mikrobiota auf die Differenzierung und Aktivierung von NKT Zellen, kénnen wiederum diese
einen Einfluss auf die Mikrobiota und ihre Zusammensetzung nehmen. In einer Studie in CD1d-
defizienten Mausen konnte 2009 gezeigt werden, dass die Lungen der NKT Zell-defizienten
Tiere starker mit P. aeruginosa besiedelt sind und dies auch im Gastrointestinaltrakt der Fall
ist. Es wurde ebenfalls nachgewiesen, dass in germ-free Mausen CD1d fiir die Kolonialisierung
durch Gram-positive und Gram-negative kommensale Bakterien mitverantwortlich ist, indem
die Paneth-Zellfunktion von NKT Zellen reguliert wird. Ein gravierender Unterschied in der
Zusammensetzung der kommensalen Mikrobiota zwischen CD1d”-Msusen und WT Miusen
unter SPF (engl. specific pathogen free) Bedingungen wurde ebenso detektiert (Nieuwenhuis et
al. 2009). Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass sowohl die Mikrobiota die
Entwicklung und Differenzierung von NKT Zellen als auch NKT Zellen und CD1d die

Zusammensetzung der Mikrobiota beeinflussen kénnen.

1.4 Infektion mit Listeria monocytogenes und Natiirliche Killer T Zellen

Listeria monocytogenes (Lm) ist ein gram-positives Bakterium und wurde erstmals in den
spaten 1970er Jahren als humanpathogenes Bakterium nach einem ersten epidemischen
Ausbruch anerkannt (Stavru, Archambaud, and Cossart 2011). 1986 wurde es als eine
Lebensmittelinfektion identifiziert (Schlech et al. 1983), die vor allem Immunkomprimierte -
wie Schwangere oder Kleinkinder - besonders bedroht und sich in einer Sepsis oder einer
Meningitis duBern kann (Gellin and Broome 1989). In gesunden Individuen kann ein Befall mit

Listerien zu einer Gastroenteritis filhren. So wurden bei einer Epidemie im Jahr 2011 in
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Colorado, USA 146 Menschen infiziert, wobei es zu einer Sterblichkeit von ca. 20% kam
(Williams, Schmidt, and Lenz 2012). Eine Kontamination von Lebensmitteln mit Lm ist vor
allem der Moglichkeit des Bakteriums bei einer grofen Bandbreite an Lebensbedingungen, wie
Temperaturen unter 4°C oder hohen Salzkonzentrationen zu Gberleben und sich replizieren zu
kénnen, geschuldet (Cossart 2011). Das gram-positive Bakterium repliziert im Zytosol von
eukaryotischen Zellen und durch die Hilfe von verschiedenen zellbiologischen Techniken und
transgenen Mauslinien ist der Ablauf einer Infektion mit Listeria monocytogenes mittlerweile
gut erforscht: Nach der Aufnahme von kontaminierten Lebensmitteln befallt Lm das intestinale
Epithelium und wird durch den Blutstrom in die Leber und Milz getragen (Czuprynski and Haak-
Frendscho 1997). Eine Besonderheit von Lm ist seine Fahigkeit, den Kontakt mit Bestandteilen
des Immunsystems - wie Komplement oder Antikdrper - durch Zell-Zell-Ausbreitung zu
vermeiden und die Moglichkeit aus dem hydrolytischen Phagosom mittels Sekretion des
Poren-formenden Toxins LLO (Listeriolysin O) nach Infektion einer Zielzelle zu entkommen
(Portnoy, Jacks, and Hinrichs 1988; Lara-Tejero and Pamer 2004). Die Ausbreitung von Zelle zu
Zelle und die Bewegung innerhalb der Wirtszelle wird durch Aktin-Polymerisation ermdglicht.
Bereits 30 Minuten nach einer Infektion kénnen freie Pathogene im Zytosol der Zelle detektiert
werden (Beauregard et al. 1997; Cossart 2002). Durch die genauen Kenntnisse des
Infektionsmechanismus von Lm stellt es einen guten Modellorganismus zur Aufklarung von
wichtigen immunologischen Fragestellungen dar. Durch die systemische Infektion in Mausen
kann sowohl die innate als auch die adaptive Immunantwort untersucht werden. In den
folgenden Abschnitten soll auf die eingeleitete Immunantwort nach Infektion mit Listeria
monocytogenes eingegangen werden; mit besonderem Fokus auf die Rolle von NKT Zellen

wahrend der Bekdmpfung dieses Pathogens.

1.4.1 Innate Immunantwort einer Listerien-Infektion

Viele Zelltypen des innaten Immunsystems beteiligen sich an der Abwehr intrazelluldrer
Pathogene. So konnen sie auch die Infektion mit Lm einddmmen, allerdings sind innate
Mechanismen allein nicht in der Lage eine bakterielle Infektion mit diesem Pathogen komplett
zu eliminieren. Hierfiir bedarf es der adaptiven Immunantwort (siehe Abschnitt 1.4.2). Vor
allem Neutrophile, Makrophagen, NK Zellen und Dendritische Zellen spielen eine wichtige
Rolle in der initialen Immunantwort. Durch Studien an transgenen Mausen, denen wichtige
Komponenten des innaten Immunsystems wie IFNy und TNFa fehlen, konnte gezeigt werden,
dass diese eine elementare Rolle in der Bekampfung einer Listerien-Infektion spielen, da diese

Mause besonders anfillig sind (Harty and Bevan 1995; White et al. 2000). Das in der initialen
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Infektion von NK Zellen produzierte IFNy fuhrt zu einer Aktivierung von Makrophagen, die
unter anderem NOS und ROS produzieren und bakteriozide Funktionen ausiiben (Tripp, Wolf,
and Unanue 1993; Stavru, Archambaud, and Cossart 2011). Auf zelluldrer Ebene sind
Neutrophile und Makrophagen vor allem fir das Toéten von eindringenden Bakterien
verantwortlich (Conlan and North 1994; Czuprynski et al. 1994). In der Milz werden
eindringende Pathogene aus dem Blut durch myeloide Zellen in der Marginalzone gefiltert, wie
zum Beispiel Marginalzonen Makrophagen (MZ MOs), F4/80° Makrophagen (Rote Pulpa
Makrophagen, RPMs) oder Dendritische Zellen (Conlan 1996; Neuenhahn et al. 2006; Aoshi et
al. 2009). Makrophagen, die mit Lm infiziert sind, produzieren die Signalstoffe TNFa und IL-12,
die ihrerseits NK Zellen aktivieren. Infizierte Dendritische Zellen kénnen IL-12 und auch IL-18
sezernieren, was ebenfalls zur Aktivierung von NK Zellen und T Zellen beitragt. Hierbei wird IL-
12 vor allem von CD8" DZ sezerniert (Tripp, Wolf, and Unanue 1993; Humann and Lenz 2010;
Mitchell et al. 2011). 24 Stunden nach Infektion mit Lm produzierten iber 70% der NK Zellen
IFNy, was den Hohepunkt der NK Zell Aktivierung und IFNy Sezernierung darstellt (Humann et
al. 2007). Werden DZ wiahrend einer Infektion mit Listeria monocytogenes depletiert, ist die NK
Zell Aktivierung eingeschrankt, jedoch bedarf es keines direkten Kontakts mit DZ, um eine
vollstandige NK Zell Aktivierung zu gewdahrleisten (Humann et al. 2007; Lucas et al. 2007; Kang
et al. 2008). Ebenfalls 24 Stunden nach Infektion befinden sich die meisten Bakterien in der T
Zell Zone und sind mit CD8" DZ assoziiert (Neuenhahn et al. 2006), die somit einen
entscheidenden Eintrittspunkt des Pathogens in den Organismus darstellen. Neuenhahn und
Kollegen konnten auRerdem zeigen, dass eine groRe Anzahl an CD8" DZ, aber nicht CD8 DZ,
schon ein bis drei Stunden nach Infektion einen GroRteil der lebenden Bakterien enthielt und
diese sich vor der Infektion in der Marginalzone und Roten Pulpa der Milz aufhielten. Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass in Mausen, die defizient fir den
Haupttranskriptionsfaktor fiir CD8" DZs batf3 waren, eine 10-fach geringere Menge an
Listerien einen Tag nach Infektion vorhanden war. Zusatzlich zu der verringerten bakteriellen
Last verminderte die Abwesenheit von CD8" DZ den Transport von Bakterien in die T Zell-Zone
(Edelson et al. 2011). CD8" Dendritische Zellen spielen somit eine wichtige Rolle in der
Etablierung einer systemischen Lm Infektion und dienen als initialer Replikationsort. Sie haben
ebenfalls einen groflen Anteil an der Induktion der adaptiven Immunantwort, die die
eindringenden Bakterien nach ca. 4-10 Tagen eliminieren kann und ein langlebiges

immunologisches Gedéachtnis gegeniiber einer Listerien-Infektion etabliert.
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1.4.2 Adaptive Immunantwort einer Listerien-Infektion

Eine Infektion mit Listeria monocytogenes wird als Modellsystem vor allem fiir Zell-vermittelte
adaptive Immunitat verwendet. Die adaptive Immunantwort nach einer Listerien-Infektion ist
T Zell-vermittelt, wobei sowohl CD4" als auch CD8" T Zellen eine essentielle Rolle spielen. Sie
flihrt zu einer vollstandigen Eliminierung des Pathogens (Stavru, Archambaud, and Cossart
2011). CD8" Dendritische Zellen kénnen am effizientesten Listeria-Antigene prédsentieren (Belz
et al. 2002). lhre Fahigkeiten zum Cross-Priming sind essentiell fir die Generierung einer
optimalen Immunantwort (Reinicke et al. 2009; Mitchell et al. 2011). Ebenfalls ist es denkbar,
dass exogene Listerien-Antigene (iber MHC-I kreuzprasentiert werden (Edelson 2012). Jung
und Kollegen (2002) (Jung et al. 2002) konnten zeigen, dass die in vivo Depletion von DZ zu
einem Verlust der ZTL Antwort fihrt. Dies wurde von einer weiteren Gruppe im Jahr 2005
bestatigt (Muraille et al. 2005). Allerdings muss bedacht werden, dass in diesen Mausen eine
viel geringere bakterielle Last vorliegt, sodass mit der Applikation von dquivalenten Mengen
infektioser Bakterien gezeigt werden konnte, dass eine robuste T Zell-vermittelte
Immunantwort in Batf3'/'—Méusen generiert werden kann (Edelson et al. 2011). Demgegentiber
steht eine Studie, welche in Mausen durchgefiihrt wurde, die defizient fir den
Chemokinrezeptor XCR1 sind, der spezifisch auf CD8" DZ exprimiert wird. Hierbei wurde
gezeigt, dass diese Mause nach Infektion mit Listeria keine friihe T Zell-Antwort generieren
kénnen, trotz einer hohen bakteriellen Last in der Milz (Crozat et al. 2010). Somit ist derzeit
noch unklar, wie wichtig CD8" DZ fiir die Generierung der anti-Listeria T Zellantwort sind. CD8"
T Zellen sind effektiv in der Bekdmpfung einer Listerien-Infektion, was vor allem an deren
Fahigkeit liegt, infizierte Zellen durch die Sekretion von Perforin und Granzym zu lysieren.
Ebenfalls kdnnen sie IFNy sekretieren und somit die bakteriozide Aktivitdit von Makrophagen
aktivieren (Stavru, Archambaud, and Cossart 2011). ZTLs sind verantwortlich fir die
letztendliche Eliminierung der Listerien-Infektion. Sie sorgen bei gleichzeitiger Anwesenheit
von CD4" T Helferzellen fiir eine langanhaltende Immunitat gegeniiber einer Zweitinfektion mit
demselben Pathogen. Es findet eine gleichwertige Expansion der CD4" T Zellen im Vergleich
mit ZTLs nach Listeria-Infektion statt (Skoberne et al. 2002) allerdings kann eine normale ZTL
Antwort bei erstmaligem Kontakt mit Listeria in Abwesenheit von CD4" T Zellen generiert
werden. T Zell Hilfe ist nach einer Infektion mit Listeria monocytogenes vor allem fir die
Etablierung einer langlebigen ZTL Gedachtnisantwort von Néten (Shedlock and Shen 2003; Sun
and Bevan 2003).
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1.4.3 Natirliche Killer T Zellen in der Listerien-Infektion

Die Rolle von NKT Zellen in einer Listerien-Infektion konnte bis jetzt noch nicht ausreichend
analysiert werden. In anderen bakteriellen Infektionen hingegen konnte die Rolle von NKT
Zellen sehr prazise aufgeklart werden. In einer Infektion mit S. pneumoniae haben iNKT Zellen
einen sehr groRen Anteil an dem Ausgang der bakteriellen Infektion. Wahrend einer Infektion
mit S. pneumoniae werden mikrobielle Lipid-Antigene lber CD1d von APZ an NKT Zellen
prasentiert. Die Sekretion von IL-12 von DZs zusammen mit der IFNy Produktion durch die
aktivierten NKT Zellen fihrt zu einer Aktivierung von NK Zellen (Brigl et al. 2011; Y. Kinjo et al.
2011). In Jal8-defizienten Mausen konnte eine erhohte Sterblichkeit nach Infektion mit S.
pneumoniae aufgrund hoherer bakterieller Last, weniger Neutrophilen und verringerten Level
verschiedener Zytokine in der Lunge festgestellt werden (Kawakami et al. 2003). Ebenfalls sind
iNKT Zellen in der Lage mittels des nach Aktivierung produzierten IFNy Makrophagen zu
aktivieren, welche in anderen bakteriellen Infektionen wie M. tuberculosis (Sada-Ovalle et al.
2008) oder P. aeruginosa (Nieuwenhuis et al. 2002) diese erfolgreich bekdampfen kdnnen.
GleichermaRen gibt es allerdings auch Studien, die zeigen, dass in iNKT Zell-defizienten
Mausen nach Infektion mit P. aeruginosa keine hohere Empfanglichkeit gegeniiber der
Infektion zu verzeichnen war, wenn die Infektion intratracheal erfolgte (T. Kinjo et al. 2006).
Fiir andere intrazellulare Pathogene wie S. typhimurium konnte in Studien mit CD1d-
defizienten Mausen keine Rolle fiir NKT Zellen festgestellt werden (Berntman et al. 2005).
Experimente zur Erforschung der Rolle von NKT Zellen in einer Listerien-Infektion flihrten je
nach verwendeter Methode zu unterschiedlichen Resultaten. Nach Behandlung mit einem
anti-CD1 Antikorper verbesserte sich die vorhandene Listeriose, was auf einen nachteiligen
Effekt von NKT Zellen in der Infektion schlieBen lasst (Szalay et al. 1999). Ebenfalls konnte
gezeigt werden, dass in Jal8”-Mésusen eine statistisch signifikant reduzierte Anzahl an
Bakterien sowohl in Leber als auch in Milz vier Tage nach Infektion mit Listeria im Vergleich zu
heterozygoten Ja18"”-Msusen vorzufinden war (Emoto et al. 2006). In einer Studie von
Arrunategui-Correa (2004) (Arrunategui-Correa and Kim 2004) konnte im Gegensatz dazu
gezeigt werden, dass in CD1d-defizienten Mausen eine hdhere bakterielle Last und Zeichen
von Immunopathologie bereits zwei Tage nach oraler Infektion deutlich waren. Eine andere
Studie zeigte hingegen, dass in Jal8-defizienten Mausen sowohl in einer Primérinfektion, als
auch in einer Sekunddarinfektion die Immunantwort auf Listeria in der Abwesenheit von iNKT
Zellen nicht verandert ist und der Immunantwort in Wildtyp Mausen dhnelt (Ranson et al.
2005). Neben dem direkten Einfluss von NKT Zellen auf den Ausgang einer bakteriellen
Infektion konnte sowohl in vivo als auch in vitro gezeigt werden, dass die Infektion von DZ und

Makrophagen mit Listeria monocytogenes zu einer IFNB-abhadngigen, erhéhten Expression von
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CD1d auf der Zelloberflache der APZ fiihrt (Raghuraman, Geng, and Wang 2006). Nach einer
Infektion mit Lm regulieren iNKT Zellen den Aktivierungsmarker CD69 hoch und produzieren
grofle Mengen an IFNy, aber kein IL-4. In diesen Studien konnte auBerdem ermittelt werden,
dass nach der Infektion mit Listeria die Anzahl an iNKT Zellen stark reduziert ist, sowohl in
Leber als auch in Milz. Die verbleibenden Zellen zeigten ein hyporesponsives Verhalten
gegenliber aGC, was sich in einer verminderten Expansion und Zytokinproduktion duflerte.
Diese Funktionsstorung der iNKT Zellen blieb bis zu einem Monat nach Infektion mit dem
Pathogen erhalten (Choi et al. 2008; E. Y. Kim et al. 2008). Kiirzlich publizierte Daten zeigen,
dass die aus Listeria monocytogenes isolierten Lipidantigene Phosphatidylglycerol und
Diphosphatidylglycerol in der Lage sind, Typ Il NKT Zellen zu aktivieren, jedoch nicht Typ | NKT
Zellen (B. J. Wolf et al. 2015). Es kann festgehalten werden, dass NKT Zellen eine Rolle in
bakteriellen Infektionen spielen, hier jedoch je nach Pathogen unterschiedliche Funktionen

Ubernehmen kénnen.

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Alternatives Cross-Priming konnte in unserem Labor durch die Immunisierung mittels des
Antigens OVA und des Adjuvanz aGC entdeckt werden (Semmling et al. 2010). Hierbei werden
CCR4-exprimierende ZTL durch von NKT Zellen-lizensierte Dendritische Zellen aktiviert. Die
nach Lizensierung produzierten Chemokine CCL17 und CCL22 locken die ZTL zum Ort der
Immuninteraktion und gewahrleisten eine schnelle Aktivierung der ZTL. In dieser Arbeit soll
ermittelt werden, ob alternatives Cross-Priming in einer bakteriellen Infektion zur
Verbesserung der Immunabwehr beitragen kann. Ebenfalls soll die Rolle von NKT Zellen nach
Infektion mit dem intrazelluldaren Pathogen Listeria monocytogenes untersucht werden, da
diesem Zelltypus in der Literatur verschiedene Rollen in der Einddmmung einer bakteriellen

Infektion zugeschrieben werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Gerat

Firma

Analysewaage Explorer

Autoklav

Inkubator Heraeus cell 240

Durchflusszytometer, FACS Canto |l

Durchflusszytometer, FACS Fortessa

ELISA Analysegerat Safire 2

Eppendorfpipetten

Gamma-Bestrahlungsgerat Biobeam 2000

Gefrier-Container Nalge Nunc Cryo

Gefrierschrank -20°C

Gefrierschrank -80°C

Heizblock ThermoStat Plus

Homogenisator Precellys 24

Eismaschine Icematic Scotsman®

IVC Mauskafige

Kihlschrank 4°C
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Ohaus, MA Bredford, USA

Belimed, K&In

Heraeus, Hanau

Becton-Dickinson, Heidelberg

Becton-Dickinson, Heidelberg

Tecan, Mannedorf, CH

Eppendorf, Hamburg

MCP-STS, Braunschweig

Nunc, Wiesbaden

Bosch, Miinchen

Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg

Peqlab, Erlangen

Frimont Bettolinc, Pogliano, Italien

Tecniplast, HohenpeiRenberg

Bosch, Miinchen
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Luminex Analysegerat SD

MACS-Separator QuadroMACS

Mikroskop LSM 710

Mikrotiter-Waschhilfe ImmunoWash 12

Mikrotom

Nanodrop Spektrophotometer

Neubauer Zéhlkammer

Pipette-Boy Pipetus

Praparierbesteck

PCR-Gerat Pegstar 2x Gradient

Real-Time Gerét LightCycler® 480l

Rotlichtlampe Infrafil

Sterilwerkbank HeraSafe HS15 Air

Tischzentrifuge Spectrafuge

Vortex Genie 2

Wasserdeionisierungsanlage EASYPURE®II

Zell Sortierer, FACS-Aria

Zentrifuge 5810R
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Invitrogen, Carlsbad, USA

Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach

Zeiss, Jena

Nunc International

Leica, Hamburg

Thermo Fisher Scientific, Wilmington,

USA

Brand, Wertheim

Hirschmann Labortechnik, Eberstadt

Fine Science Tools, Heidelberg

Peqlab, Erlangen

Roche, Grenzach-Wyhlen

Phillips, Hamburg

Heraeus, Hanau

neolab, Heidelberg

Bender&Hobein, Zirich, CH

Barnstead, Boston, USA

Becton-Dickinson, Heidelberg

Eppendorf, Hamburg
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Material

Firma

CaliBRITE beads

Einmalkantlen Sterican

Einmalspitzen Sterican 5ml

ELISA-Platten

Eppendorfreaktionsgefilie

FACS-Rohrchen

Falcon-R6hrchen

Keramik Tubes Precellys 1.4mm, 2ml

Mikro-Hamatokrit-Kapillaren

Mikrotom Klingen

Parafilm

Pipettenspitzen

Plastikpipetten 5-25ml

Sterilfilter 0,45um, steril

Transwell Insert 5um

Zellkultur-Rundbodenplatten, 96 Vertiefungen

Skalpell

Objekttrager

Deckglaser
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BD Biosciences, Heidelberg

Braun, Melsungen

Braun, Melsungen

Maxi-Sorp, Nunc, Wiesbaden

Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Nimbrecht

Becton-Dickinson, Heidelberg

Peqlab, Erlangen

Brand GmbH, Wertheim

Leica, Hamburg

American National Can, USA

Roth, Karlsruhe

Greiner, Nurtingen

Schleicher&Schuell, Dassel

Corning, Labomedic Bonn

Corning Costar, Bodenheim

Labomedic, Bonn

Labomedic, Bonn

Labomedic, Bonn
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2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Reagenz

Firma

B-Merkaptoethanol

Brain-Heart-Infusion (BHI)

Brain-Heart-Infusion Agar

BSA Fraktion V

Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester (CFSE)

CCL17 rekombinant, Maus

Collagenase D

Dimethylsulfoxid (DMSO)

DNAse |

DEPC

Ethylendiamin-tetraessigsdure (EDTA)

Ethanol (EtOH)

Formaldehyd

Flissigstickstoff

fetales Kalberserum

Glukose

Golgi Plug

Humanes Immunglobulin (Fc-Block)

Immu-Mount

Kaliumchlorid (KCl)
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Sigma, Miinchen

Merck, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

PAA, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

RnD Systems, Wiesbaden

Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim

AppliChem, Darmstadt

Sigma, Miinchen

AppliChem, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Linde, Wiesbaden

PAN Systems GmbH, Nirnberg

Roth, Karlsruhe

BD Biosciences, Heidelberg

Privigen, Marburg

Thermo Fisher Scientific, Wilmington,

USA

Roth, Karlsruhe
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Kaliumdihydrogenphosphat
(KH,PO,)

L-Glutamat

Natrium-Azid (NaNs)

Natriumcarbonat (Na,COs)

Natriumchlorid (NaCl)

Natrium-Citrat (NazCgHsO5)

Natriumdihydrogenphosphat

(NaH,P0O4 x 2x H,0)

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)

OVAs7.264 Peptid (SIINFEKL)

o-Phenylendiamin (OPD)

Penicilin/Streptomycin

Percoll

Schwefelsdure (H,SO,)

Streptavidin-Meerrettichperoxidase

SYBR Green PCR Master Mix

Tissue-Tek® OCT

Triton X-100

Trypanblau

Tween® 20 (Polyoxyethylsorbitan-Monolaurat)

Wasserstoffperoxid (H,0,)

Zellkulturmedium RPMI 1640
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Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Pineda, Berlin

Sigma, Miinchen

Merck, Darmstadt

Amersham Pharmacia, Freiburg

Merck, Darmstadt

Natutec, Frankfurt/Main

Applied Biosystems, Darmstadt

Sakura, Niederlande

Promega, Madison, USA

Sigma, Miinchen

GERBU, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Gibco, Paisley, UK
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2.1.4 Puffer, Medien und Lésungen

BHI-Agar ddH,0, 50g/I BHI-Agar
BHI-Medium ddH,0, 37g/I BHI-Medium
CFU - Puffer PBS, 0.1 % Triton X-100
ELISA-Blocking PBS, 1 % BSA

ELISA-Coating ddH,0, 0.1M NaHCO3, pH=8.2

ELISA Waschpuffer PBS, 0.1 % Tween20

Erythrozyten-Lyse ddH,0, 145mM NH,4CI , 100um EDTA, 12mM, pH=7.3
FACS-FIX PBS, 2 % Glukose, 0.02 % NaN3, 1 % Formaldehyd
FACS-Puffer PBS, 0.1 % BSA, 0.1 % NaN3

MACS-Puffer PBS, 0.5 % BSA, 2mM EDTA

OPD-Substratpuffer ddH,0, 31.2g/l NaH,PQ,, 29.4g/l Natrium-Citrat, pH=5.0

PBS ddH,0, 136.89 mM NaCl, 2.68 mM KCI, 1.47 mM KH,PO,, 8.05 mM
Na;HPO,4, pH 7.3

T Zell-Medium RPMI 1640, 10% FCS, 10 U Penicillin, 0.1g/l Streptomycin, 2mM L-

Glutamin, 50 um B-Mercaptoethanol

Verdaumedium PBS, 2mg/ml Kollagenase, 100 pg/ml DNase
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2.1.5 Antikérper und Fluorochrome

Tabelle 1: Verwendete Antikorper fiir Histologie, ELISA und Durchflusszytometrie

Alle verwendeten monoklonalen oder polyklonalen Antikérper sind in nachfolgender Tabelle

gelistet.

Antigen Klon Konjugat Verwendung
CD1d 3C11 Biotin FACS
CD3e 145-2Cll bv421 FACS
CD4 GK1.5 bv421 FACS
CD8a 53-6.7 FITC FACS
bv421 FACS
PerCpCy5.5 FACS
CD11b MI1/70 PE FACS
CD11c HL3 bv510 FACS
Eisenoxid MACS
CD25 PC61.5 PE FACS
CD80 16-10Al FITC FACS
CD86 GL-1 APC FACS
TCRB H57-597 FITC FACS
NK1.1 PK136 PE FACS
PeCy7 FACS
Granzym B GB11, human PE FACS
F4/80 BMS8 PE FACS
bv421 Immunbhistologie
TNFa MP6-XT22 APC FACS
GR-1 RB6-8C5 PerCpCy5.5 FACS
Ly6G IA8 APC FACS
Ly6C HK1.4 APC FACS
CD69 H1.2F3 PerCpCy5.5 FACS
FoxP3 FJk-16s FITC FACS
CTLA-4 UC10-4B9 PE FACS
Streptavidin HRP ELISA
PE FACS
IL-12 C15.6 APC FACS
Biotin ELISA
CD1d Tetramer PE FACS
IFNy XMG1.2 APC FACS
C37801/37875 ELISA
Biotin ELISA
GFP polyklonal AF488 FACS
Immunbhistologie
CD40 3/23 PE FACS
CD45R (B220) RA3-6B2 AF647 Immunhistologie
H-2K" PE FACS
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2.1.6 Primer Sequenzen

IFNy 3’ CTGGACCTGTGGGTTGTGAC

5’ CAGCAACAGCAAGGCGAAA

CCR4 3’ AGGTCTGTGCAAGATCGTTTCATGG

5" ATCCTGAAGGACTTCAAGCTCCA

2.1.7 Software

Software

Firma

Flowlo V8.8.6

FACS Diva V6.1.1

GraphPad Prism 5

Office 2011

Illustrator CS3

Photoshop CS4

2.1.8 Kit-Systeme

Gekaufte Kits wurden entsprechend, wenn nicht anders angegeben, der Anweisungen der

Firmen nach verwendet.

Kit-System

Tree Star Inc., USA

BD Biosciences,Heidelberg

GraphPad Software Inc., USA

Microsoft, USA

Adobe, USA

Adobe, USA

Firma

FoxP3 Transcription Factor Staining Buffer Set
LIVE/DEAD® Fixable Near-IR Dead

Cell Stain Kit

Luminex ProcartaPlex, 26plex

MACS CD8" T cell isolation Kit Il

MACS Anti-CD11c* MicroBeads
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Nucleo Spin RNA I Macherey-Nagel, Diiren
Reverse-Transkriptions-Kit Applied Biosystems, Darmstadt
SYBR® Green Applied Biosystems, Darmstadt

2.2 Methoden

2.2.1 Tierexperimentelle Methoden

2.2.1.1 Méduse
Alle Mause wurden unter spezifisch-pathogenfreien Bedingungen im Haus fiir Experimentelle
Therapie (HET) im Universitdtsklinikum Bonn gehalten, bevor sie zur Durchfiihrung der
Experimente in den Mausstall der Versuchsraume transferiert worden sind. Alle Experimente
wurden jeweils mit Mausen gleichen Alters und Geschlechts gemafl den Richtlinien des

Bundeslandes Nordrhein-Westfalen durchgefihrt.

2.2.1.2 verwendete Mauslinien
C57/BL6 Diese Mauslinie stellt die WT (Wildtyp) Gruppe in allen durchgefiihrten
Experimenten dar und ist eine durch Inzucht erzeugte Mauslinie mit

dem MHC Haplotyp H2".

bm1 Diese Mauslinie besitzt eine Punktmutation im MHC Klasse | Molekdil,
was zu einer Verhinderung der Prasentation des OVA-Peptids SIINFEKL
an CD8" T-Zellen fiihrt.

ccL17” Diese Mauslinie exprimiert das fluoreszierende Molekiil eGFP unter
dem CCL17 Promoter, wodurch sie als CCL17-defiziente Mauslinie
genutzt werden kann. Heterozygote Tiere besitzen die Fahigkeit,
CCL17 zu exprimieren und koénnen gleichzeitig als CCL17-

Reportermause verwendet werden.

CCR4” Diese Mauslinie ist defizient fir den Chemokinrezeptor CCR4.
CCR5” Diese Mauslinie ist defizient fir den Chemokinrezeptor CCR5.
OT-1 Diese Mauslinie besitzt einen transgenen T Zell-Rezeptor, welcher das

OVA (Ovalbumin),s;.64-spezifische Peptid (SIINFEKL) im Kontext von H-
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2K® erkennt. CD8" T-Zellen dieser Miuse sind antigen-spezifisch fir das

SIINFEKL Peptid.
OT-1 x CCR4™ Diese OT-1 Mauslinie ist defizient fiir den Chemokin Rezeptor CCR4.

cD1d™” Diese Mauslinie ist defizient fiir das Moleklil CD1d, das zu den nicht-
klassischen MHC | Proteinen gehoért und Lipide prasentieren kann.
Aufgrund von entwicklungsgenetischen Effekten des CD1d Molekiils

besitzen diese Méause keine NKT Zellen.

Ja18™ Diese Mauslinie ist defizient in dem TCR Molekil Jal8 und besitzt

deswegen keine Typ | NKT Zellen.

2.2.1.3 Infektion mit Listeria monocytogenes
Grundlage fir alle Experimente war die Verwendung des Stammes Listeria monocytogenes-
OVA (Lm-OVA), der gentechnisch verdndert wurde, sodass diese Bakterien das Protein
Ovalbumin exprimieren. Die Bakterien wurden bei -80°C in sterilem BHI-Medium in 10% DMSO
(Dimethylsulfoxid, Einfriermedium) gelagert. Hierfiir wurde eine Ubernachtkultur von Lm-OVA
in 10ml BHI-Medium (engl. brain heart infusion) angesetzt, liber Nacht bei 37°C im Brutschrank
kultiviert und am folgenden Morgen 500ul der Kultur in vorgewarmtes BHI-Medium (10ml)
Uberfihrt. Sobald die Bakterienkultur in die log-Phase eingetreten war (ODggo von 0.1-0.5)
(optische Dichte, OD) wurde sie bei 4000 rpm (engl. rounds per minute) fiir 10min bei 21°C
zentrifugiert und in Einfriermedium aufgenommen und aliquotiert. Fir Infektionsversuche
wurde eine Ubernachtkultur bei 37°C im Brutschrank mit BHI-Medium angesetzt, am
folgenden Morgen 500ul der Kultur in vorgewarmtes BHI-Medium (10ml) Gberfiihrt und bei
einer ODgy von 0.1-0.5 die Listerien entsprechend der gewiinschten Endkonzentration
verdiinnt. Bei einer Applikation von mehr als 1 x 10° Listerien pro Maus wurde die Kultur bei
4000 rpm flr 10min zentrifugiert, in PBS (Phosphat-gepufferte Saline) aufgenommen, erneut
OD gemessen und entsprechend verdiinnt. Bei dem genutzten Lm-OVA Stamm entsprach eine

ODggo von 0.5 gleich 7 x 108 CFU (engl. colony forming units) pro ml.

2.2.1.4 Bestimmung der bakteriellen Last
Fur die Bestimmung der bakteriellen Last (CFU) wurde 1/3 der Leber abgewogen, die gesamte
Milz aus infizierten Tieren entnommen und bei -80°C gelagert. Die Organe wurden aufgetaut
und mit 1ml CFU-Puffer in Precellys Keramik Roéhrchen dberfihrt. Im Precellys 24
Homogenisator wurden die Rohrchen zwei mal je 30sec bei einer Geschwindigkeit von 6.5

m/sec homogenisiert. AnschlieRend wurde eine Verdiinnungsreihe von bis zu 1:10* (Leber)
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und 1:10° (Milz) auf Eis hergestellt, wovon jeweils 100pl auf BHI-Agar Platten ausplattiert
wurden. Die Agar Platten wurden (iber Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert, um am
folgenden Tag die gewachsenen Kolonien zu zahlen, die anschlieBend als bakterielle Last pro

Organ berechnet wurden (CFU/Organ).

2.2.1.5 Generierung von Knochenmarks-Chimaren
Spendermduse wurden unter Isoflurannarkose durch zervikale Dislokation getdtet und die
Hinterlaufe als Knochenmarksquelle entnommen. Den Empfangermdusen wurde
intraperitoneal in 150ul eine Kombination aus Ketamin (93.75 mg/kg KG) und Xylazin (6.225
mg/kg KG) in Kochsalzlésung injiziert, damit betdubt und anschlieBend mit einer Casiumquelle
bestrahlt (7 Gy). Die Augen wurden mit Augensalbe vor der Bestrahlung geschiitzt und die
Tiere bis zum Aufwachen warm gehalten. Die vorbehandelten Tiere wurden in spezielle, fir die
Bestrahlung von Mausen vorgesehene Behilter eingebracht und anschlieBend im Biobeam
2000 Bestrahlungsgerat vier Minuten bei 7 Gy bestrahlt. Vier Stunden nach dem Aufwachen
wurden den Empfingermiusen die aufgereinigten Knochenmarkszellen (2x10° bis zu 10x10°
Zellen pro Tier) in 100ul physiologischer Kochsalzlosung intravends appliziert. Die Mause

verblieben fiir acht Wochen bis zur Rekonstitution der Immunzellen ohne weitere Behandlung.

2.2.1.6 Co-Housing
Um auszuschliefRen, dass Unterschiede in den Haltungsbedingungen von Mausen zwischen HET
(Haus fiir experimentelle Therapie) und Versuchseinheit im Institut fir Experimentelle
Immunologie bestehen, wurden weibliche Mause verschiedenen genetischen Hintergrunds fiir
vier Wochen in einem Kéafig zusammengesetzt. Nach dieser Zeit ist davon auszugehen, dass

sich die Mikrobiota der Tiere untereinander angepasst hat.

2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Isolation primarer Zellen

Zur Gewinnung primdrer Zellen aus Mausen wurden diese unter Isoflurannarkose durch
cervikale Dislokation getotet, mit Ethanol auf der Bauchseite gereinigt und anschlieBend mit
Praparierbesteck geoffnet, um die Zielorgane im jeweiligen Versuch zu entnehmen. Die
Zahlung von Zellen erfolgte durch die Verdinnung der Zellsuspension 1:10 in Trypan Blau,

wovon 10ul in eine Neubauer-Zdhlkammer gegeben wurden. Nach dem Auszdhlen von
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lebenden (ungefarbten) Zellen in vier GroRquadraten konnte mittels der folgenden Formel die

Gesamtzellzahl in der Suspension ermittelt werden:
(zellzahl) / 4 x 20 (Verdiinnungsfaktor) x 10.000 (Neubauer-Verdiinnungsfaktor)

2.3.1.1 Generierung einer Milzzellsuspension
Zur Generierung einer Milzzellsuspension wurde die entnommene Milz mit dem Stempel einer
5ml Spritze durch ein Metallsieb gedriickt und mit PBS gewaschen (Zentrifugation bei 1400
rom, 6min bei 21°C). AnschlieBend wurde das Pellet in 1ml Erythrozyten-Lyse Puffer
resuspendiert, um Erythrocyten aus der Milzsuspension zu entfernen. Hierauf wurde die
Suspension 3min inkubiert und mit PBS gewaschen (Zentrifugation bei 1400 rpm, 6min bei
4°C). Die erhaltene Einzelzellsuspension wurde fir nachfolgende FACS-Farbung (engl.
flourescent-activated cell sorting, FACS) in FACS-Puffer aufgenommen, fir anschlieBendes
MACSen (engl. magnetic-activated cell sorting, MACS) in MACS-Puffer und fir Ko-Kultur
Versuche oder Restimulation der Zellen in vitro in T Zell-Medium aufgenommen. Um
Makrophagen oder Dendritische Zellen aus einer Milzzellsuspension zu untersuchen, wurden
die entsprechenden Organe direkt nach der Entnahme verdaut. Hierfiir wurde mithilfe einer
Injektionsnadel Verdaumedium in die Kapsel injiziert, die Milz zerkleinert und fiir 15min bei
37°C im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurde eine Einzelzellsuspension, wie oben

beschrieben, hergestellt.

2.3.1.2 Isolation von Lymphozyten aus der Leber
Zur lIsolation von Lymphozyten aus der Leber wurde diese entnommen, die Gallenblase
entfernt, durch ein Metallsieb mit dem Stempel einer 5ml Spritze gedrickt und das
Homogenisat in einen 15ml Falcon Gberfiihrt. Nach einer Sedimentationszeit von 3min auf Eis
wurde der Uberstand in ein neues 15ml Falcon Uberfiihrt und mit PBS gewaschen
(Zentrifugation bei 1500 rpm fiir 10min 4°C). Das Zellpellet wurde in 3.5ml| 40 % Percoll-Losung
in PBS bei Raumtemperatur aufgenommen, mit 2ml 80% Percoll-Lésung in PBS unterlegt und
flir 20min bei 2000 rpm ohne Bremse zentrifugiert. Die entstandene oberste Zellphase aus
Hepatocyten und Zellschrott wurde verworfen. Die Interphase, in der sich die Lymphocyten
befanden, wurde entnommen und erneut mit PBS gewaschen (Zentrifugation 1500 rpm, 10min
bei 4°C). Das Zellpellet wurde fiir die weitere Behandlung entweder in T Zell-Medium oder

FACS-Puffer aufgenommen.

2.3.1.3 Isolation von Lymphocyten aus dem Blut
Zur Untersuchung von Lymphozyten aus dem Blut wurden pro Analyse 35ul Blut aus der

Schwanzvene der Mause mit einer Mikro-Hamatokrit Kapillare entnommen, in ein
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ReaktionsgefaR tberfiihrt, in PBS gewaschen (Zentrifugation bei 1500 rpm, 5min bei 4°C) und
anschlieBend in 1ml Erythrozyten-Lyse Puffer aufgenommen. Nach einer Inkubationszeit von
5min wurde die Suspension in PBS gewaschen (Zentrifugation bei 1500 rpm, 5min bei 4°C) und

das entstandene Zellpellet in FACS-Puffer fiir die anschlieBende FACS-Farbung aufgenommen.

2.3.1.4 Isolation von Zellen aus dem Knochenmark
Von entnommenen Tibia und Femora der Maus wurden Uberschiissiges Fleisch und Sehnen
entfernt, der Knochen mit einer Spritze ausgespilt und durch Nylongaze gefiltert.
Anschliefend wurde die Zellsuspension in PBS gewaschen (Zentrifugation bei 1500 rpm, 8min
bei 4°C) und erneut in PBS aufgenommen. Die Zellzahl wurde auf 10-50 x 10° Zellen /ml

eingestellt und hiervon 200ul pro Empfangermaus transferiert.

2.3.2 invitro T Zell-Aktivierung

Fir die Aktivierung von T Zellen in vitro wurde eine Ko-Kultur von Dendritischen Zellen (isoliert
mittels MACS-Technik) aus den entsprechenden Mausen und OT-1 T Zellen aus OT-1 Méausen
etabliert. Hierfiir wurden CD8" T Zellen aus den OT-1 Maiusen mittels MACS-Technologie
isoliert und mit CFSE (Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester) markiert. In einem
Gesamtvolumen von 100pl in einer Zellkulturplatte mit 96 Vertiefungen wurden 1.5 x 10°> OT-1
T Zellen zusammen mit 7.5 x 10" Dendritischen Zellen in T Zell-Medium in Kultur gegeben und
in einem Brutschrank bei 37°C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 90% und einem CO,-Gehalt
von 5% Uber vier Tage kultiviert. Zur Antigen-spezifischen Stimulation, welche als Kontrolle fir
die Proliferationsfahigkeit der OT-1 T Zellen herangezogen werden kann, wurden OT-1 T Zellen
mit 3pug/Vertiefung SIINFEKL inkubiert. Nach vier Tagen wurden die Zellen in PBS gewaschen
(Zentrifugation bei 1500 rpm, 6min bei 4°C) und anschlieBend in FACS-Puffer fiir weitere

Analysen aufgenommen.

2.3.3 Transwell-Assay

Splenocyten aus Lm-OVA infizierten Mausen wurden mit einer Gesamtanzahl von 5x10° in den
oberen Teil eines Transwell-Inserts (PorengroRe 5um) gegeben. In den unteren Teil des
Transwells wurde entweder T Zell-medium allein oder T Zell-Medium mit CCL17 (10ng/ml)
gegeben. Nach sechs Stunden Inkubation im Brutschrank bei 37°C wurden Zellen im unteren
Teil des Transwells mit PBS gewaschen (Zentrifugation bei 1400 rpm, 5min 4°C) und

anschlieBend in FACS-Puffer aufgenommen, um CD8" T Zellen zu detektieren. Durch die
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Zugabe von 10.000 CaliBRITE Z&hl-Partikeln konnte die Zellzahl der migrierten Zellen bestimmt
werden. Die Anzahl an tatsadchlich migrierten Zellen wurde durch den Abzug von Zellen, die nur

auf Medium ohne Zugabe von CCL17 migrierten, ermittelt.

2.3.4 Magnetisch-aktivierte Zellsortierung (MACS)

Die Anreicherung von speziellen Zelltypen konnte durch die MACS Technologie erreicht
werden (Miltenyi et al. 1990). Hierfir wurde jeweils eine Einzelzellsuspension der Splenocyten
hergestellt und in 600ul MACS-Puffer resuspendiert (bis zu drei Milzen). Fir eine Anreicherung
von CD8" T Zellen wurde das CD8a" T Zell-Isolations Kit Il von Miltenyi verwendet. Dafiir
wurden 20ul des Biotin-Antikérper Cocktails pro Milz hinzugefligt, 20min im Kuihlschrank
inkubiert und anschliefend 30ul anti-Biotin MicroBeads fiir weitere 20min im Kiihlschrank der
Losung hinzugegeben. Nach einem Waschschritt mit MACS-Puffer (Zentrifugation bei 1400
rpm, 10min bei 4°C) wurde das Pellet in 3ml MACS-Puffer aufgenommen und auf die vorher
mit 3ml MACS-Puffer equilibrierten MACS LS Sdulen aufgetragen. Die Sdule wurde drei mal mit
3ml MACS-Puffer gespiilt und das Eluat aufgefangen, da es die CD8" T Zellen enthielt. Nach
einem erneuten Waschschritt in MACS-PBS (Zentrifugation bei 1400 rpm, 10min bei 4°C)
wurden die Zellen fiir ihre weitere Verwendung in T Zell-Medium aufgenommen. Fir die
Anreicherung von CD11c" Dendritischen Zellen wurde die Splenocyten-Suspension (bis zu drei
Milzen in 600pl MACS-PBS) mit 20ul CD11c’ Micro-Beads pro Milz fiir 1min im Kiihlschrank
inkubiert. Nach einem Waschschritt mit MACS-Puffer (Zentrifugation bei 1400 rpm, 10min bei
4°C) wurde das Zellpellet in 3ml MACS-Puffer aufgenommen und auf die vorher mit 3ml MACS-
Puffer equilibrierte MACS LS Saule aufgetragen. Die Sdule wurde drei mal mit 3ml MACS-Puffer
gewaschen und anschlieBend mit 7ml MACS-Puffer in ein 15ml Falcon eluiert. Die
aufgefangene positive Fraktion wurde erneut mit MACS-Puffer gewaschen (Zentrifugation bei
1400 rpm, 10min bei 4°C) und anschlieBend fir weitere Analysen in T Zell-Medium

aufgenommen.

2.3.5 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie stellt ein wichtiges Analyseelement in der Immunologie dar, da
dadurch die Expression von Proteinen auf Einzelzellebene untersucht werden kann (Thiel et al.
2000). Neben Oberflaichenmolekiilen kénnen auch intrazelluldre Proteine, wie Zytokine,

analysiert werden. Fluorophor-konjugierte monoklonale Antikérper binden an Zielstrukturen
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und koénnen mittels Durchflusszytometer detektiert werden (Sander, Andersson, and
Andersson 1991). Fiur die Analyse von Mehrparameter-Farbungen wurden die in Tabelle 1
gelisteten Antikorper verwendet. Die Nutzung der Durchflusszytometrie erlaubt die
gleichzeitige Analyse verschiedener Zellen. Die Dichte der exprimierten Antigene auf einer
einzelnen Zelle kann mittels durchschnittlicher Fluoreszenz-Intensitat (engl. mean fluorescence

intensity, MFl) dargestellt werden.

2.3.5.1 Oberflachenfarbung
Fiir die Farbung von Oberflaichenmolekillen mittels Durchflusszytometrie wurden die
jeweiligen Organe entnommen, eine Einzelzellsuspension hergestellt und je nach Zielzelle mit
Verdaumedium behandelt oder nicht. Nach einem Waschschritt mit PBS (Zentrifugation bei
1400 rpm, 5min 4°C) folgte die Erythrozyten-Lyse (siehe 2.3.1.1) mit anschlieRender Aufnahme
der Zellen in FACS-Puffer. Pro Farbereaktion wurde in einem Volumen von 50ul gefarbt und in
einer Verdinnung von 1:66 humanes Immunglobulin (Fc-Block) hinzugefiigt. Dies dient dem
Blockieren von unspezifischen Bindungen und Fc-Rezeptoren. Im gleichen Schritt wurden die
jeweiligen Antikorper (siehe Tabelle 1) in einer Verdlinnung von 1:200, falls nicht anders
angegeben, zu der Losung hinzugegeben und 30min auf Eis inkubiert. Nach einem
Waschschritt mit FACS-Puffer (Zentrifugation bei 1400 rpm, 6min 4°C) wurde das Zellpellet zur
Messung am Durchflusszytometer in FACS-Fix aufgenommen und fiir 15 min vor der Messung
in FACS-Fix inkubiert. Zur Unterscheidung von lebenden und toten Zellen wurde das LIVE/DEAD
fixable near-IR Kit von Invitrogen verwendet, das gleichzeitig mit den Antikérpern zur

Farbereaktion hinzugegeben wurde.

2.3.5.2 Intrazelluldre Farbung
Fir die Analyse von Transkriptionsfaktoren oder Zytokinen erfolgte eine intrazelluldre Farbung.
Hierflir wurde eine Einzelzellsuspension, wie oben beschrieben, hergestellt und fir vier
Stunden in T Zell-Medium mit 1ul/ml Golgi Plug im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Dies
verhindert die Sekretion von neu-synthetisierten Proteinen und deren Anreicherung im
Zellinneren. Fiir die Farbung von IFNy in CD8* T Zellen an Tag sieben nach Infektion mit Lm-
OVA wurde eine Stunde vor der Zugabe von Golgi-Plug SIINFEKL Peptid in einer Konzentration
von 20pg/ml der Kultur hinzugegeben, um die CTLs zu restimulieren. AnschlieBend wurden die
Zellen je nach Analyseform auf ihrer Oberflache angefarbt und mittels des FoxP3 Staining
Buffer Kits fixiert und permeabilisiert. Die Farbung von Granzym B wurde in einer Verdiinnung
von 1:70 fir eine Stunde auf Eis durchgefiihrt. Zur Analyse wurden die Zellen in FACS-Puffer

aufgenommen und am Durchflusszytometer eingemessen.
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2.3.5.3 ROS Farbung
Fiir die Farbung von reaktiven oxidativen Spezies (ROS) in Makrophagen und Dendritischen
Zellen wurden diese mit Verdaumedium inkubiert, eine Einzelzellsuspension hergestellt und
die Oberflaichenfiarbung in T Zell-Medium durchgefiihrt. AnschlieRend wurde die
Zellsuspension in 1:300 DCFDA (2’,7° —Dichlorofluorescin Diacetat) verdiinnt, welches zell-
permeabel ist und innerhalb der Zelle durch ROS oxidiert wird zu DCF (2',7'-
Dichlorofluorescein). Dieses kann anschlieBend im Durchflusszytometer im FITC-Kanal
analysiert werden. Die Inkubation mit DCFDA fand bei Raumtemperatur fir 30min im Dunkeln

statt.

2354 H-ZKb-spezifische Dextramer-Farbung
Fiir die Farbung von OVA-spezifischen CD8" T Zellen wurden diese mit einer H-2Kb—spezifischen
Dextramer Farbung detektiert. Hierfir wurde eine Milzzellsuspension hergestellt,
Erythrozyten-Lyse durchgefiihrt und die Zellen in FACS-Puffer aufgenommen. Wie bei einer
Oberflachenfarbung wurde der Farbereaktion im Verhéltnis von 1:66 humanes Immunglobulin
zum Blockieren unspezifischer Bindungen in einem Volumen von 25ul FACS-Puffer und 5ul
Dextramer-Farbereagenz hinzugefiigt. Diese wurden 20min bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschliefend wurden die restlichen Antikérper ohne einen dazwischenliegenden Waschschritt
in einem Volumen von 20ul der Farbereaktion hinzugefiigt. Nach einem Waschschritt mit
FACS-Puffer (Zentrifugation bei 1400 rpm, 6min 4°C) wurde die Zellsuspension in FACS-Fix

aufgenommen, 15 min inkubiert und am Durchflusszytometer eingemessen.

2.3.6  CFSE Proliferations-Assay

Fiir die Analyse der in vitro Proliferation von T Zellen wurden diese mit CFSE gefarbt. CFSE ist
Membran-permeabel und bindet innerhalb der Zelle mit ihrer Succimidyl Gruppe an
intrazelluldare Molekile. Es wird verwendet, um eine Zellproliferation durch die Verdiinnung
des CSFE Signals nach jeder Zelldivision deutlich zu machen (Parish 1999; Parish et al. 2009).
Fir die Farbung von T Zellen mit CFSE wurden diese in 10ml proteinfreiem PBS mit 5uM CFSE
versetzt und fiir 10min bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Die Farbereaktion wurde durch die
Zugabe von 10ml T Zell-Medium gestoppt und anschlieBend wurden die Zellen nach einem
Waschschritt (Zentrifugation bei 1500 rpm, 6min 4°C) in T Zell-Medium aufgenommen und im

Ko-Kultur Assay eingesetzt.
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2.3.7 Luminex Analyse

Zur Analyse von verschiedenen Zytokinen und Signalstoffen wurde eine Multiplex-Analyse mit
dem Luminex-System durchgefiihrt. Hierflir wurde jeweils die Hélfte einer Milz in 1ml und die
Leber einer Maus in 2ml PBS homogenisiert. Nach Zentrifugation bei 1500 rpm, 10min 4°C
wurden vom Uberstand 25ul entnommen und zusammen mit ebenfalls 25ul Blutserum im

Luminex Assay eingesetzt, welches nach Protokoll durchgefiihrt wurde.

2.3.8 Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung

Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung wurde etabliert, um in ihrer Anzahl sehr gering
vorkommende Zellpopulationen (0.5-2% aller lebenden Zellen) mit hoher Reinheit isolieren zu
kénnen (Bonner et al. 1972). Dies erlaubt eine Auftrennung einzelner Populationen nach den
gewlinschten Eigenschaften. Hierflir wurde eine Einzelzellsuspension mit Erythrozyten-Lyse
hergestellt, die Zellen mittels Oberflachenfarbung behandelt und nach einem Waschschritt mit
FACS-PBS (Zentrifugation bei 1400 rpm, 8min 4°C) in FACS-Puffer aufgenommen. Vor dem
Sortieren wurden sie durch ein Sieb mit einer Maschenweite von 50um filtriert. Die sortierten

Zellen wurden zur weiteren Verwendung in T Zell-Medium aufgenommen.

2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 RNA Isolation

Die Isolation von RNA aus Gewebestlicken von Leber und Milz, welche nach Entnahme in
Flissigstickstoff eingefroren wurden, erfolgte mittels des Nucleo Spin RNA Il Kit. Die eluierte
Menge RNA wurde am NanoDrop ermittelt und je nach Gehalt auf eine Konzentration von

0.0076ug/ul verdiinnt, um sie weiter in die Reverse Transkriptions-Reaktion einzusetzen.

2.4.2 Reverse Transkription

In der Reversen Transkriptions-Reaktion wurde die isolierte mRNA in cDNA umgeschrieben.
Hierflir wurde das Capacity Reverse Transcription Kit verwendet. Die Reaktion zum
Umschreiben in cDNA wurde wie folgt auf Eis angesetzt: 13.2ul RNA, 2ul 10xRT-PCR Puffer, 2ul
RT-Primer, 0.8ul dNTPs, 1ul Reverse Transkriptase und 1pl RNase-Inhibitor. Die cDNA Synthese
erfolgte im LightCycler® 480 Il mit nachfolgendem Programm: Denaturierung bei 110°C,

Bindung der zufidllig angeordneten Hexamer-Nukleotide (Primer) bei 25°C fir 10min,
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Elongation bei 37°C fiir 2h, Denaturierung bei 85°C fiir 5s und abschlieRend eine Abkihlphase

bei 8°C. Bis zur weiteren Verwendung wurde die cDNA bei 4°C gelagert.

2.4.3 Real-Time-PCR

Die quantitative Analyse von Transkripten verschiedener Proteine kann mittels einer RT-PCR
durchgefihrt werden. Hierfir wurde das SYBR® Green Kit-System verwendet, welches mittels
Normalisierung auf ein Housekeeping-Gen (hier GAPDH) eine relative, quantitative Aussage zu
den untersuchten Transkripten liefert. In einer 384-well Platte erfolgte folgender

Reaktionsansatz in Triplikaten:

1ul cDNA (1:5 verdiinnt in DEPC-Wasser), 5ul 2 x Mastermix, 0.5ul 3’-Primer, 0.5ul 5’-Primer
(jeweils 1uM konzentriert) und 3ul DEPC-Wasser. Fiir die erfolgte PCR wurden nach einer
initialen Denaturierung bei 95°C flir 10min, 45 Zyklen mit Denaturierungsschritten bei 95°C flr
15s mit anschlieender Amplifikation bei 60°C fiir 1min durchgefiihrt. Die relative, quantitative
Transkriptanzahl wurde durch eine Schmelzkurvenanalyse mittels der Programmsoftware im

LightCycler erstellt.

2.5 Immunologische Methoden

2.5.1 Serumpraparation

Blutserumproben wurden durch die Entnahme von 500ul Herzblut hergestellt. Dafiir wurde
das Blut 2h bei Raumtemperatur zur Koagulation inkubiert, der Uberstand (Serum) nach einem
Zentrifugationsschritt bei 1500 rpm, 10min 4°C in ein neues ReaktionsgefaR berfihrt und fir

die weitere Verwendung bei -20°C gelagert.

2.5.2 ELISA (Enzyme linked immunosorbent Assay)

Um Zytokine im Homogenisat von Organen nachweisen zu kénnen, wurde ein Sandwich ELISA
(engl., enzyme linked immunosorbent assay) durchgefiihrt. Hierfir wurde Uber Nacht der
Capture-Antikorper (IFNy 57.6pg/ml, 1L-12 0.5pg/ml) in einem Volumen von 50ul pro
Vertiefung in einer 96-fachen Mikrotiter Platte bei 4°C inkubiert. Die tiber Nacht Inkubation bei
dem IFNy-ELISA erfolgte in PBS, bei dem IL-12 ELISA in ELISA-Coating Puffer. Die Platte wurde

anschlieRend drei mal mit ELISA-Waschpuffer gewaschen und mit 1% BSA in 150ul PBS zum

37



MATERIAL UND METHODEN

Blockieren von unspezifischen Bindungen 1h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem
dreimaligen Waschen mit ELISA-Waschpuffer wurde der jeweilige Standard (IFNy 2ng/ml, 1L-12
20ng/ml) in einer seriellen Verdinnung in Duplikaten in Blockierungspuffer und 50ul Volumen
auf die Platte aufgetragen. Die Homogenisatproben wurden unverdinnt - wie in 2.3.7
beschrieben - generiert und auf die Platte in Duplikaten aufgetragen. Nach einer einstiindigen
Inkubationszeit im Brutschrank bei 37°C wurde die Platte drei Mal mit dem ELISA-Waschpuffer
gewaschen und der Detektions-Antikérper in einem Volumen von 50ul pro Vertiefung (IFNy
1.152pg/ml, 1L-12 2.77ug/ml) aufgetragen. Die Proben des IL-12 ELISAs wurden nach 1h
Inkubationszeit dreimal mit ELISA-Waschpuffer gewaschen, wahrenddessen die Proben des
IFNy-ELISA 2h inkubierten. Nach dem erneuten Waschschritt wurde Meerrettich-Peroxidase
gekoppelt an Streptavidin (1pg/ml) in Blockierungspuffer aufgetragen und 30min bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend wurde die Platte viermal mit ELISA-Waschpuffer
gewaschen. 1mg/ml OPD wurde in OPD-Substratpuffer gelost und mit 1pl/ml H,0, erganzt.
Sobald eine optische Gelbfarbung bei der fiinften Verdliinnung der Standardreihe eintrat,

wurde die Reaktion mit 1M H,S0O, gestoppt und am ELISA-Lesegerat bei 490nm eingemessen.

2.5.3 Immunhistochemische Farbung

Fiir die Analyse von histologischen Schnitten wurde eine immunhistochemische Farbung von
Organschnitten durchgefiihrt. Hierflir wurden die entnommenen Milzen in 1% PFA in PBS fir
30min inkubiert und anschlieBend in 30% Saccharose in PBS fir 1h Uberfiihrt. AnschlieBend
wurden die Milzen in Tissue-Tek OCT in Flissigstickstoff eingefroren und am Microtom in
30um starken Organschnitte weiter verarbeitet, welche bei -20°C gelagert wurden. Die
Organschnitte wurden 1h bei Raumtemperatur in Histo-Blockierpuffer inkubiert und
anschlieBend mit PBS gewaschen. Uber Nacht wurden die jeweiligen Antikdrper in Blockier-
Puffer auf den Schnitten inkubiert und nach einem Waschschritt mit PBS unter zur Hilfenahme
von Immu-Mount und einem Deckgldschen eingedeckelt. Die Proben wurden am

Konfokalmikroskop LSM 710 eingelesen.

2.6 Statistik

Die durchgefiihrten Experimente wurden in ihrer Analyse auf statistische Signifikanz

untersucht. Diese Analysen wurden mittels des Programms GraphPad Prism 5 erstellt. Die
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dargestellten Fehlerbalken entsprechen der Standartabweichung (SD). Die Berechnung der
Signifikanzen bei dem Vergleich von zwei Gruppen geschah mittels T-Test und bei drei und
mehr Gruppen mittels ANOVA und bonferroni Post-Test. P Werte unter 0.05 wurden als
statistisch signifikant gewertet und wie nachfolgend dargestellt: *= p<0,05; **= p<0,01; ***=

p<0,001.
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3. Ergebnisse

3.1 NKT Zell-vermitteltes Cross-Priming in der Listerien-Infektion

Zur Aktivierung von naiven zytotoxischen T Zellen missen die Dendritischen Zellen, welche das
korrespondierende Antigen an die ZTLs kreuz-prasentieren, vorher durch Helferzellen lizensiert
werden (Bennett et al. 1998; Ridge, Di Rosa, and Matzinger 1998; Schoenberger et al. 1998).
Die Rolle der Helferzellen kann von NKT-Zellen (ibernommen werden, wobei Glycolipid-
Antigene wie aGC auf CD1d Molekiilen von DZ an die NKT Zellen prasentiert werden, um
anschlieBend eine vollstdndige, CD40-vermittelte Aktivierung der DZ durch die NKT Zellen zu
ermoglichen (Nishimura et al. 2000). Dieser Prozess der DZ Lizensierung wiederum
gewdhrleistet eine vollumfangliche Generierung einer ZTL Antwort. Im Folgenden sollte
untersucht werden, ob in einer bakteriellen Infektion mit dem intrazellularen Pathogen Listeria
monocytogenes alternatives Cross-Priming zu deren Klarung beitragen kann. Es konnte bereits
ermittelt werden, dass eine Infektion mit Listeria monocytogenes die CD1d-Expression in
Makrophagen und DZ in vitro und in vivo induziert (Raghuraman, Geng, and Wang 2006). Ob
die Bekdampfung einer Listerien-Infektion mittels ZTLs abhdngig von T Zell Hilfe ist, wurde in
verschiedenen Studien unterschiedlich beantwortet. Marzo (2004) (Marzo et al. 2004) zeigten
eine CD40-abhangige Primarantwort, welche auf T Zell-Hilfe angewiesen war. Zwei weitere
Studien konnten diesen Zusammenhang nicht bestdtigen (Hamilton, Tvinnereim, and Harty
2001; Lauvau et al. 2001). Die folgenden Experimente sollten die Frage beantworten, ob NKT
Zell-vermitteltes Cross-Priming einen Einfluss auf die Klarung einer bakteriellen Infektion mit

Listeria monocytogenes hat.

3.1.1 Infektion mit Listeria monocytogenes induziert die Produktion von CCL17

Es konnte gezeigt werden, dass der Verlauf des alternativen Cross-Primings durch das
Chemokin CCL17 und dessen Chemokinrezeptor CCR4 geleitet wird (Semmling et al. 2010).
Tatsachlich wird das Chemokin CCL17 auch im Rahmen einer bakteriellen Infektion mit Listeria
monocytogenes von Dendritischen Zellen sezerniert (Abb.3.1-A). In den heterozygoten ccL17”
Reportermdusen waren 48 Stunden nach Infektion mit Lm-OVA ca. 12% aller DZ der Milz
positiv fiir CCL17. Es ist bekannt, dass CD8" DZ der initiale Replikationsort fiir Listerien sind

(Edelson et al. 2011). Diese sind darauf spezialisiert, Antigene zu kreuzprdsentieren, um eine
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Immunantwort gegen Tumore, Viren und intrazelluldre Bakterien zu etablieren (Kurts,
Robinson, and Knolle 2010). AuRerdem wurde gezeigt, dass vor allem CD8" DEC-205" DZ aGC
via CD1d an iNKT Zellen prasentieren kdnnen (Arora et al. 2014). Wird die CCL17 Produktion
fiir beide DC Subtypen getrennt betrachtet, produzierten 3.5 mal mehr Zellen unter den CD8
DZ (ca. 3.5%) CCL17 als unter den CD8" DZ. (Abb.3.1-B). Um analysieren zu kénnen, wo die
CCL17-produzierenden Zellen innerhalb der Milz lokalisiert sind, wurde 18 Stunden nach
Infektion mit Lm-OVA die Milz der heterozygoten ccL17 Reportermause immunhistologisch
untersucht. Hierbei ist erkennbar, dass die Dichte der CCL17-produzierenden Zellen in der
roten Pulpa (F4/80%) um ein 6-faches héher ist, verglichen mit der weiRen Pulpa (B220%)
(Abb.3.1-C). Zusammenfassend ldsst sich zeigen, dass das Chemokin CCL17 nach einer
bakteriellen Infektion mit Listeria monocytogenes von Dendritischen Zellen in der Milz

exprimiert wird, wobei es eine héhere Anzahl CD8 CCL17-produzierende DZ gibt.
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Abb.3.1: CCL17 wird von Dendritischen Zellen nach einer Listerien-Infektion sezerniert. A FACS-Plot
(oben) von €D11c’ DZ in ihrer Produktion von CCL17-GFP in heterozygoten ccL17t” Reportermdusen in
der Milz 24 h, 48 h und 72 h nach Infektion mit 2x10* Lm-OVA. Graph (unten) zeigt den Anteil an CCL17"
DZ in % aller DZ. B FACS-Histogramm (oben) von CD8" (graue Fliche) und CD8 (schwarze Linie) DZ mit
jeweiliger CCL17-GFP Produktion in heterozygoten ccLi7t” Reportermédusen in der Milz 48 h und 72 h
nach Infektion mit 2x10° Lm-OVA. Der Graph (unten) zeigt CCL17* CD11c" Zellen separat fiir CD8* DZ
(weiB) und CD8 DZ (schwarz) zum Zeitpunkt 48h. C Immunhistologische Analyse (oben) der CCL17-GFP
Expression (griin) in heterozygoten ccLi7” Reportermdusen (B220 in blau und F4/80 in rot). Graph
(unten) zeigt die Anzahl CCL17-GFP" Zellen in roter oder weiRer Pulpa der Milz im gew&hlten Ausschnitt.
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3.1.2 CCL17-produzierende DZ zeigen einen erhohten Aktivierungsstatus

Es konnte gezeigt werden, dass DZ nach einer Listerien-Infektion CCL17 in der Milz sezernieren.
Hierbei ist unklar, warum nur ein geringer Teil der DZ das Chemokin produziert, da alle
lizensierten DZ CCL17 produzieren konnen. Es sollte untersucht werden, ob sich eine CCL17
Produktion in einer verstarkten Kostimulation der DZ widerspiegelt. Die Produktion des
Chemokins CCL17 dient der zielgerichteten Migration von CCR4-exprimierenden ZTLs hin zu
den Antigen-prasentierenden DZ. Die Aktivierung der ZTLs erfolgt (iber den T Zell-Rezeptor und
mittels kostimulatorischer Molekiile, wie z.B. CD80 oder CD86 auf der DC-Oberflache in
Kontakt mit CD28 auf der T Zelle (Gimmi et al. 1991). CCL17 dient zur chemotaktischen
Anlockung der CCR4-exprimierenden ZTLs, die anschlieBend {ber Kostimulation durch DZ
aktiviert werden. Im Folgenden sollte ermittelt werden, ob die DZ, welche CCL17 sezernieren,
starker aktiviert sind als DZ, welche kein CCL17 produzieren. Ebenfalls sollte analysiert werden,
ob es einen Unterschied im Aktivierungsstatus von CD8" und CD8 CCL17 produzierenden DZ
gibt. Dendritische Zellen, die CCL17 produzieren, wiesen eine hohere MFI fir die
kostimulatorischen Molekiile CD86 und CD40 auf als DZ, die kein CCL17 produzieren (Abb.3.2-
A).
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Abb.3.2: CCL17-produzierende DZ zeigen eine starkere Aktivierung A FACS-Analyse der MFI von CD86
und CD40 von CD11c’ DZ in heterozygoten ccLi7” Reportermdausen in der Milz 24h nach Infektion mit
2x10* Lm-OVA. Histogramme (oben) zeigen exemplarisch CCL17" (graue Fliche) und CCL17 DZ (schwarze
Linie) in ihrer CD86 und CD40 Expression. Graphen (unten) zeigen die Quantifizierung der MFI von CD86
und CD40 von CCL17" (schwarz) und CCL17 (weiR) DZ. B FACS-Analyse des MFI von CD86 von CCL17" DZ
in heterozygoten ccL17” Reportermdusen in der Milz 24h nach Infektion mit 2x10* Lm-OVA.
Histogramm (oben) zeigt CCL17" CD8" (graue Fliche) und CCL17" CD8 DZ (schwarze Linie) in ihrer CD86
Expression. Graph (unten) zeigt MFI von CD86 von CCL17* CD8" (schwarz) und CCL17" CD8 (weiR) DZ.

42



ERGEBNISSE

Analysiert man die Expression des Oberflaichenmolekiils CD86 auf CCL17-produzierenden
Dendritischen Zellen, wird deutlich, dass 24 Stunden nach Listeria-Infektion CD8" CCL17" DZ
diesen Aktivierungsmarker stirker auf ihrer Oberfliche exprimierten als CD8 CCL17" DZ
(Abb.3.2-B). Somit konnte gezeigt werden, dass Dendritische Zellen, die das Chemokin CCL17
nach Listeria-Infektion sezernieren, einen stirkeren Aktivierungsstatus durch die
Hochregulation von CD40 und CD86 besitzen, verglichen mit DZ, die kein CCL17 sezernieren.
Ebenfalls wird evident, dass die auf Kreuzprasentation spezialisierten CD8" DZ, die CCL17

sezernieren, starker aktiviert sind als die CCL17- produzierenden CD8 DZ.

3.1.3 CCL17-produzierende DZ kénnen OT-1 Zellen stérker aktivieren

Bei dem Prozess des alternativen Cross-Primings werden durch die Lizensierung von DZ durch
NKT-Zellen kostimulatorische Molekiile (z.B. CD80 und CD86) auf der Oberfliche der
Dendritischen Zellen hochreguliert. Diese kdnnen im Gegenzug durch Interaktion mit CD28 auf
der CD8" T Zelle diese aktivieren und Proliferation induzieren. Um zu (berpriifen, ob die
Fahigkeit von Dendritischen Zellen CCL17 zu produzieren mit einer verstarkten T Zell-
Aktivierung  korreliert, wurden aus Lm-OVA infizierten, heterozygoten ccL17
Reportermausen Dendritische Zellen anhand ihrer CCL17-Produktion sortiert und mit naiven,

CFSE-markierten OT-1 T Zellen fir vier Tage in Ko-Kultur gegeben.
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Abb.3.3: CCL17" DZ aktivieren OT-1 T Zellen starker als CCL17" DZ. Einen Tag nach Infektion mit 2x10*
Lm-OVA aus CCL17-GFP*" Reportermdusen mittels FACS-Sortierung gewonnene CCL17" oder CCL17 DZ
wurden mit naiven mittels MACS-Technologie gewonnenen, CFSE-markierten OT-1 T Zellen fir vier Tage
in Kultur genommen. A FACS-Plots der CFSE-Proliferations-Profile von OT-1 T Zellen an Tag 4 der Ko-
Kultur aufgetragen gegen einen Lebend-Tot Farbstoff. Zahlen zeigen in % den Anteil an der
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Gesamtpopulation OT-1 T Zellen. B Histogramme der CFSE-Proliferations Profile von OT-1 T Zellen in Ko-
Kultur mit CCL17" DZ (schwarze Linie) oder CCL17 DZ (graue Fliche) aus infizierten und uninfizierten
heterozygoten Reportermdusen. C Graphen zur Anzahl proliferierter OT-1 T Zellen in % (links) und MFI
von CD25 (rechts) von OT-1 T Zellen in Ko-Kultur mit CCL17" (schwarz) und CCL17 (weiR) DZ aus
infizierten und uninfizierten heterozygoten Reporterméausen.

Nach einer Ko-Kultur von naiven OT-1 T Zellen mit CCL17-exprimierenden oder nicht-
exprimierenden DZ zeigte sich, dass die Antigen-spezifischen T Zellen starker proliferieren,
wenn die DZ CCL17 produzieren. Ebenfalls war eine geringere Anzahl (56%) der OT-1 T Zellen
nach Ko-Kultur mit CCL17" DZ tot, im Vergleich mit 74% toten OT-1 T Zellen nach Ko-Kultur mit
CCL17 DZ (Abb.3.3-A). Dendritische Zellen aus einer uninfizierten Reportermaus waren nicht
in der Lage die Proliferation von OT-1 T Zellen zu stimulieren. Ein direkter Vergleich der
Proliferationsprofile zeigte, dass OT-1 T Zellen aktiviert durch CCL17" DZ in gréRerer Anzahl
proliferierten als durch CCL17 DZ aktivierte OT-1 T Zellen. Beide wiesen jedoch ein dhnliches
Generationenprofil auf (Abb.3.3-B). Die Analyse der Anzahl an proliferierten OT-1 T Zellen in
Prozent zeigte einen statistisch signifikanten Unterschied von ca. 80% proliferierten ZTLs nach
Ko-Kultur mit CCL17" DZ verglichen mit ca. 60% proliferierten ZTLs nach Ko-Kultur mit CCL17
DZ. Ebenfalls statistisch signifikant reduziert war die Expression des Aktivierungsmarkers CD25
auf den ZTL, wenn die Ko-Kultur in Anwesenheit von CCL17" DZ stattfand. Zusammenfassend
kann gesagt werden, dass die Produktion von CCL17 in Dendritischen Zellen mit der Fahigkeit
korrelierte OT-1 T Zellen zu aktivieren. Dies wurde durch die erhéhte Anzahl proliferierter OT-1
T Zellen und verstarkter Expression des Aktivierungsmarkers CD25 auf der Zelloberflache der
ZTLs deutlich, wenn sie von CCL17-produzierenden DZ aktiviert worden sind. Da dieser Versuch
aus technischen Griinden nur ein Mal durchgefiihrt worden ist, konnen diese Ergebnisse nur

als vorlaufige Tendenz angesehen werden.

3.1.4 Die ZTL Generierung in Abwesenheit von alternativem Cross-Priming ist nach einer

Listerien-Infektion nicht vermindert

Ein wichtiger Parameter bei der Bekdmpfung einer bakteriellen Infektion mit Listeria
monocytogenes stellt die Etablierung einer ZTL Antwort dar. Diese fiihrt nach Einddmmung des
bakteriellen Wachstums durch innate Faktoren zu der endgiiltigen Eliminierung des Pathogens
durch die Totung der infizierten Zielzellen (McGregor, Koster, and Mackaness 1970; Ladel et al.
1994). Die Generierung einer wirksamen ZTL Antwort geschieht nach Lizensierung der Antigen-

prasentierenden DZ durch die NKT Zellen (oder T Helfer Zellen). Die DZ produziert daraufhin
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CCL17 und lockt CCR4-exprimierende ZTL an, welche durch diese aktiviert werden und zu
proliferieren beginnen. Die vorhergehenden Experimente deuten darauf hin, dass dies bei
einer Infektion mit Listeria monocytogenes der Fall sein konnte. Es sollte analysiert werden, ob
die Abwesenheit verschiedener Faktoren des alternativen Cross-Primings wie CCL17 und CCR4
zu einer Veranderung der ZTL Antwort beitragen. Sieben Tage nach Infektion mit dem
Pathogen Lm-OVA wurden die Milzen der infizierten Tiere mittels Dextramer-Farbung und
intrazelluldrer FACS-Farbung auf Anwesenheit von OVA-spezifischen ZTLs und Produktion von
IFNy durch CD8" ZTLs untersucht. Das Zytokin IFNy wird als Indikator fiir die Stirke der
zytotoxischen Immunantwort der CD8" T Zellen genutzt, da dieses nach Aktivierung der T
Zellen verstarkt sezerniert wird. Vergleicht man den prozentualen Anteil an OVA-spezifischen
ZTL an der Gesamtpopulation aller ZTL in infizierten WT (4%) und CCL17- (4.5%) oder CCR4-
defizienten (5%) Mausen, so ist kein statistisch signifikanter Unterschied aufzeigbar. Gleiches

gilt fir die Produktion von IFNy in den jeweiligen Gruppen (Abb.3.4-A).
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Abb.3.4: Die Generierung von OVA-spezifischen ZTL ist nicht beeinflusst durch die Abwesenheit von
Chemokin-Komponenten des alternativen Cross-Primings. WT- oder KO-Md&use wurden mit 5x10° Lm-
OVA infiziert und an Tag 7 p.i. anhand ihrer Anzahl an OVA-spezifischen ZTL und IFNy Produktion von
CD8" T Zellen in der Milz analysiert. A Anzahl OVA-spez. ZTL in % aller CD8" T-Zellen (oben) und CD8"
IFNy-produzierender T Zellen in % (unten) von WT uninfizierten (weil) und WT, ccL17” und CCR4”
infizierten M&usen (schwarz). B Anzahl OVA-spez. ZTL in % (oben) und CD8" IFNy-produzierender T
Zellen in % (unten) von WT uninfizierten (weil}) und WT, CCRS_/', ccL17” und CCRS'/'/CCLIT/' infizierten
Mausen (schwarz). € Anzahl OVA-spez. ZTL in % (oben) und CD8" IFNy-produzierender T Zellen in %
(unten) von WT uninfizierten (weiB) und WT (dunkelgrauer Kasten) und CCra™ (hellgrauer Kasten)
infizierten Mausen (schwarz) aus verschiedenen Bereichen (HET griin, HET rot und bei Janvier gekauft)
der Tierhaltung.
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Allerdings ist die Hohe der hier ermittelten Antigen-spezifischen ZTL als sehr niedrig anzusehen
(Abb.3.4-A,B) verglichen mit Abb.3.4-C. Dementsprechend kénnten eventuelle Unterschiede
durch die allgemein geringe Anzahl an Antigen-spezifischen ZTL maskiert werden. Da kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen infizierten WT und infizierten Mausen defizient
fir Komponenten des alternativen Cross-Primings vorhanden war, sollte die Madglichkeit
ausgeschlossen werden, dass in einer Listerien-Infektion die Abwesenheit des alternativen
Cross-Primings durch die Anwesenheit des klassischen Cross-Primings kompensiert werden
kann. Hierfir wurden Mause analysiert, welchen sowohl eine Komponente des alternativen
Cross-Primings (CCL17) als auch eine Komponente des klassischen Cross-Primings (CCR5)
fehlten. Als Positivkontrollen dienten jeweils die Einzel-defizienten Tiere. Wie in Abb.3.4-B
ersichtlich, konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den zu analysierenden Gruppen
ermittelt werden, weder in der Anzahl OVA-spezifischer noch in der Anzahl IFNy-
produzierender ZTL. Als nachstes sollte untersucht werden, ob verschiedene
Haltungsbedingungen der Mause einen Einfluss auf die Generierung der OVA-spezifischen
Immunantwort haben. Zu diesem Zweck wurden infizierte WT Mause aus dem Haus fir
experimentell Therapie (HET) am Universitatsklinikum Bonn aus der Barriere griin (saubere
Haltung) mit von Janvier gekauften Mausen verglichen. Ebenfalls wurden CCR4-defiziente
Mause aus Barriere griin (saubere Haltung) und Barriere rot (sehr saubere Haltung) zusammen
mit diesen WT Mausen analysiert. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den zu
analysierenden Gruppen festgestellt werden hinsichtlich der Anzahl an OVA-spezifischen ZTL
und der Anzahl IFNy-produzierender ZTL (Abb.3.4-C). Anzumerken ist der Unterschied
zwischen den erworbenen WT Janvier Mdusen und den WT Maéusen aus der Barriere griin HET.
Es kann festgehalten werden, dass es keinen signifikanten Unterschied zwischen Mausen
befahigt und Mausen defizient in Komponenten des alternativen Cross-Primings in der
Generierung einer Antigen-spezifischen T Zellantwort gibt. Diese Daten deuten darauf hin, dass

Kreuzprasentation fir die Ausbildung der primaren ZTL-Antwort keine Rolle spielt.

3.1.5 Die gleichzeitige Abwesenheit von CCL17 und der Kreuzprasentationskapazitit von

DZ vermindert nicht die ZTL Generierung

Nachdem ermittelt worden ist, dass die gleichzeitige Abwesenheit der CCL17-CCR4-
Chemokinachse des alternativen Cross-Primings (Abb.3.4-A) sowie der CCL3/4/5-CCR5-Achse
des klassischen Cross-Primings (Abb.3.4-B) keine Verminderung in der Generierung von ZTL
Antworten hervorrief, sollte zur Bestatigung abschlieBend untersucht werden, ob dies auch

der Fall ist, wenn DZ entweder CCL17 produzieren kdnnen oder die Fahigkeit zur
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Kreuzprasentation von Antigen besitzen, aber nicht beides gleichzeitig. Fir diese Analyse
wurden gemischte Knochenmarkschimaren aus CCL17-defizientem Knochenmark und bm1-
Knochenmark in CD45.1 WT Rezipienten in einem Verhéltnis von 1:1 transferiert, nachdem
diese bestrahlt worden waren. Bm1l Maduse besitzen eine Punktmutation in ihrem MHC-I
Komplex und sind somit nicht in der Lage, das immundominante OVA-Epitop SIINFEKL an CD8"
T Zellen zu prasentieren. Die DZ aus den rekonstituierten Knochenmarkschimaren kénnen
entweder CCL17 produzieren oder OVA-Peptid prasentieren, nicht beides gleichzeitig. Es
wurde kein Unterschied in der adaptiven Immunantwort an Tag 7 nach Infektion mit Lm-OVA
in den bm1/CCL17'/' Knochenmarkschiméaren - verglichen mit den Kontrollchimaren WT/bm1

und WT/CCL17” - festgestellt (Abb.3.5-A,B).
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Abb.3.5: Die nicht gleichzeitige Anwesenheit von CCL17 und der Kreuzprasentationskapazitat auf DZ
vermindert nicht die ZTL Generierung. FACS-Analyse an Tag 7 p.i. mit 5x10° Lm-OVA der OVA-
spezifischen ZTL Antwort (A) und IFNy Produktion von CD8'T Zellen (B). Analyse von WT uninfiziert
(weiR) und WT, ccLa7” (jeweils ohne Knochenmarkstransfer und unbestrahlt), WT/bm1, wT/ccL17”
und bml/CCLlT/'infiziert (schwarz). Knochenmarkschimaren mit jeweils 50% WT od. bm1 und 50% bm1
od. CCL17” Knochenmark transferiert in bestrahlte CD45.1 WT Rezipienten. 8 Wochen nach
Rekonstitution erfolgte die Infektion mit Lm-OVA und die Analyse an Tag 7 p.i..

Das nicht gleichzeitige Vorhandensein auf einer DZ von CCL17 Produktion und der Fahigkeit
OVA-Peptid zu prasentieren fiihrt nicht zu einer Verminderung der ZTL Antwort. Somit sind
beide Mechanismen nicht gleichzeitig auf einer DZ notwendig, um eine effektive adaptive

Immunantwort zu generieren und bestatigen die vorangegangenen Daten.

3.1.6 T Zell Geddchtnisantworten in der Abwesenheit von alternativem Cross-Priming sind

nicht vermindert

Wahrend der Generierung einer primaren Immunantwort gegen ein Pathogen entstehen auch

sogenannte Gedachtniszellen, welche bei einem erneuten Kontakt mit dem Pathogen eine
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schnellere Eradikation des eindringenden Pathogens ermdéglichen sollen. In dem Modell des

klassischen Cross-Primings konnte gezeigt werden, dass je nach Pathogen und

inflammatorischer Umgebung, T Zell-Hilfe fir die Generierung einer nachhaltigen
Gedachtnisantwort essentiell ist (Wiesel and Oxenius 2012). Im Folgenden sollte untersucht
werden, ob die Gedachtnisantwort nach einer primaren Infektion mit Listeria monocytogenes
beeinflusst ist, wenn Komponenten des alternativen Cross-Primings fehlen. Hierfiir wurde 56
Tage nach einer Erstinfektion mit dem Pathogen Lm-OVA eine Zweitinfektion mit dem gleichen
Pathogen in einer héheren Dosis appliziert und die OVA-spezifische ZTL Antwort und IFNy
Produktion von CD8" T Zellen analysiert. Die Analyse der Antigen-spezifischen ZTL an Tag 56 im
Blut ergab eine gleichmaRige Etablierung einer Gedachtnisantwort in den untersuchten WT,
CCR47-, cCL17”- und CD1d”-Miusen (Abb.3.6-A). Die Sekundarinfektion generierte eine
robuste OVA-spezifische ZTL Antwort mit einer Anzahl von ca. 25% Antigen-spezifischen ZTL in
der WT Gruppe (Abb.3.6-B). Verglichen mit einer Primdrantwort (siehe Abb. 3.4-A), wo nur ca.
5% Antigen-spezifische ZTL entstehen, wird erkennbar, wie effektiv und schnell die
Gedachtnisantwort nach einem sekunddren Eindringen eine spezifische Immunantwort

ausbilden kann.
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Abb.3.6: T Zell Gedachtnisantworten sind nicht vermindert in der Abwesenheit des alternativen Cross-
Primings. WT und KO-Mé&use wurden mit 2x10* Lm-OVA i.p. infiziert (Primérinfektion) und an Tag 56 p.i.
analysiert (A). Nach einer Sekundarinfektion mit 1x10° Lm-OVA an Tag 67 wurde 5 Tage spater die ZTL
Antwort in der Milz analysiert (B und C). Dargestellt sind WT uninfiziert (weiB) und WT, CCR4'/', ccLa7”
und CD1d” infiziert (schwarz). A OVA-spezifische ZTL im Blut 56 Tage nach Primarinfektion. B FACS-Plots
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(links) und Graph (rechts) zeigt OVA-spez. ZTL 5 Tage nach Sekundarinfektion. C FACS-Plots (links) und
Graph (rechts) zeigt die IFNy Produktion von CD8" T Zellen.

Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen in der
Ausbildung einer OVA-spezifischen ZTL Antwort ermittelt werden. Im Vergleich der IFNy
Produktion der CD8" T Zellen 5 Tage nach Sekundirinfektion wurde ein signifikanter
Unterschied zwischen CCR4-defizienten Mausen und WT bzw. CD1d”-Mézusen festgestellt.
Hierbei produzieren mehr ZTLs aus CCR4-defizienten Mdusen IFNy (ca. 22%) verglichen mit
ZTLs aus WT und CD1d”-Miusen (beide ca. 15%) (Abb.3.6-C). Dies konnte ein Hinweis auf eine
veranderte Sekundarantwort in CCR4-defizienten Mausen sein, welche sich allerdings nicht in
der Generierung einer Antigen-spezifischen ZTL Antwort statistisch widerspiegelte.
Zusammenfassend konnte eine starke Sekunddrantwort nach Infektion mit Lm-OVA in allen
Gruppen detektiert werden. Die Analyse der OVA-spezifischen ZTL Antwort und der IFNy
Produktion von CD8" T Zellen ergab keine Verminderung der Sekundidrantwort in Gruppen
defizient fiir Komponenten des alternativen Cross-Primings verglichen mit der WT Gruppe.
Eher wurde eine Verstarkung dieser beiden Mechanismen in Abwesenheit des Chemokin-
Rezeptors CCR4 festgestellt und konnte fiir die Produktion von IFNy im Vergleich mit der WT

und CD1d-defizienten Gruppe statistisch nachgewiesen werden.

3.1.7 CCR4-defiziente Mause zeigen eine erhéhte bakterielle Last

Zur effektiven Bekdmpfung einer bakteriellen Infektion steht am Anfang einer jeden
Immunantwort das innate Immunsystem mit Komponenten wie Makrophagen, Monocyten
und NK Zellen zur Verfiigung. Fir die Infektion mit Listeria monocytogenes konnte gezeigt
werden, dass das durch NK Zellen und Makrophagen produzierte IFNy und TNFa essentiell fir
die primare Abwehr gegen das Pathogen sind (Tripp, Wolf, and Unanue 1993). Fiir die Kldarung
der bakteriellen Infektion ist ebenfalls die Rekrutierung von Monocyten ein wichtiger
Parameter (North 1970). Es ist bekannt, dass CCR4 auch auf Zellen des innaten Immunsystems
exprimiert ist. Sowohl Makrophagen, als auch Monocyten und Blutpldttchen exprimieren den
Chemokinrezeptor (Power et al. 1995; Andrew et al. 1998; Maghazachi 2003). Da die initiale
Starke einer auftretenden Infektion auch die Stdrke der spéater einsetzenden adaptiven
Immunantwort beeinflusst, sollte untersucht werden, ob eine CCR4- oder CCL17-Defizienz die
bakterielle Last verdandert. Wie in Abb.3.7-A deutlich wird, konnte ein statistisch signifikanter

Unterschied in der bakteriellen Last zwischen CCR4-defizienten und CCL17-defizienten Mausen
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an Tag 1 nach Infektion in der Milz beobachtet werden, wobei CCR4"-M3use eine erhdhte
bakterielle Last zeigten. Bei der Analyse an Tag 3 nach Infektion in der Milz war dieser
Unterschied starker ausgepragt und auch im Vergleich von CCR4-defizienten mit Wildtyptieren
statistisch signifikant. Uberraschenderweise konnte kein Unterschied zwischen CCL17-
defizienten und WT Mausen in ihrer bakteriellen Last an Tag 3 nach Infektion in der Milz

ermittelt werden (Abb.3.7-B).
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Abb.3.7: CCR4-defiziente Miuse zeigen eine erhhte bakterielle Last. WT, CCR4”" und CCL17”-Mause
wurden mit 2x10* Lm-OVA infiziert und an Tag 1 p.i. (A) oder Tag 3 p.i. (B) auf ihre bakterielle Last (CFU)
in der Milz hin untersucht.

An Tag 7 konnte in keiner der Gruppen nach Infektion in der Milz eine bakterielle Besiedlung

detektiert werden (Daten nicht gezeigt).

3.1.8 CD8' T Zellen zeigen nach Listerien-Infektion keine CCR4-Expression

Um auf das von DZ sezernierte Chemokin CCL17 reagieren zu kénnen, missen ZTLs den
korrespondierenden Chemokinrezeptor CCR4 exprimieren. Dies ermoglicht eine zielgerichtete
und effiziente Migration hin zu den Antigen-exprimierenden Zellen. Nach Applikation von aGC
mit dem Modellantigen OVA verbesserte die Sezernierung von CCL17 durch DZ die direktionale
Migration der ZTLs und deren Kontaktzeit mit den Chemokin-produzierenden DZ (Semmling et
al. 2010). Es sollte folglich untersucht werden, ob nach Infektion mit Listeria monocytogenes
ZTLs den Chemokinrezeptor CCR4 auf ihrer Oberflache exprimieren und sie somit in der Lage
sind, zielgerichtet auf einen CCL17-Stimulus hin zu migrieren. Aufgrund der Abwesenheit eines
funktionalen Farbereagenz fir CCR4 auf der Zelloberflache, sollte indirekt Gber die Migration
hin zu CCL17 und die Messung der Transkriptmenge nach Lm-OVA Infektion von ZTL die
Anwesenheit von CCR4 bestimmt werden. Die Untersuchung zur Transkriptmenge des CCR4

Chemokinrezeptors nach Infektion mit Lm-OVA blieb ergebnislos, da entweder, wie in Abb.3.8-
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A gezeigt, eine falsch-positive Expression im Vergleich mit CCR4” OT-1 T Zellen ermittelt
werden konnte oder andere fiir CCR4 spezifische Primer-Paare keinerlei Amplifikation erzielten
(Daten nicht gezeigt). Eine valide Aussage lasst sich ausgehend von diesen Daten nicht tatigen.
Firr die Analyse der zielgerichteten Migration hin zu CCL17 wurde das transgene OT-1 System
genutzt, um sicherzugehen, dass moglichst viele im Transwell-Assay untersuchten CD8" T

Zellen durch die Infektion mit Lm-OVA aktiviert sind.
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Abb.3.8: ZTLs migrieren nach Lm-OVA Infektion nicht zielgerichtet auf CCL17 und zeigen keine CCR4-
Transkript Expression. OT-1 und CCR4”" OT-1 Mause wurden mit 2x10" Lm-OVA infiziert, CD8" T Zellen
ein Tag p.i. mittels MACS-Technologie isoliert und entweder im Transwell Assay eingesetzt (B) oder ihre
MRNA isoliert und die Expression von CCR4 mittels gPCR untersucht (A). A Expression von CCR4 in
Relation zu GAPDH 24 Stunden nach Infektion mit Lm-OVA. B Prozent migrierter CD8" T Zellen 6 Stunden
nach Inkubation im Transwell (5um Insert-GréRe) auf CCL17 (10ng/ml) hin.

Die CD8" T Zellen aus OT-1 Mausen besitzen einen transgenen T Zellrezeptor, welcher das
OVA-Peptid SIINFEKL im Kontext von MHC-I auf der Oberflache von Antigen-exprimierenden
Zellen erkennen kann. Es konnte kein Unterschied in der Anzahl an migrierten ZTLs zwischen
infizierten und uninfizierten Md&usen festgestellt werden. Als Negativkontrolle diente das
Migrationsverhalten aus CCR4-defizienten Mausen isolierter ZTLs (Abb.3.8-B). Die
Untersuchung mithilfe des Transwell-Assays ergab keine zielgerichtete Migration von ZTLs hin
zu dem Chemokin CCL17. Aus der nicht vorhandenen zielgerichteten Migration von ZTLs hin zu
CCL17 nach Infektion mit Lm-OVA ldsst sich eine funktionale Abwesenheit von CCR4 auf der
Zelloberflache ableiten. Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass nach Infektion mit
dem Pathogen Listeria monocytogenes Dendritische Zellen CCL17 produzierten. CCL17-
produzierende Antigen-pradsentierende Zellen waren starker aktiviert, messbar anhand ihrer
Expression der Oberflachenmarker CD40, CD80 und CD86 und konnten in vitro im besonderen
Malle naive OT-1 T Zellen aktivieren und sie somit zur Proliferation befahigen. Das Fehlen des
Chemokins CCL17 und des korrespondierenden Chemokinrezeptors CCR4 verminderte nicht

die ZTL-Antwort nach einer Primar- oder Sekundarinfektion in vivo. Auch die Abwesenheit der
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Fahigkeit gleichzeitig CCL17 zu produzieren und OVA-Peptid zu prasentieren auf einer DZ
flihrte nicht zu einer Reduktion der adaptiven Immunantwort. Wird die bakterielle Last in der
Friihphase der Immunantwort untersucht, so fiihrt das Fehlen des Chemokinrezeptors CCR4 zu
einer erhéhten Anzahl an Bakterien in der Milz. Nach einer Listerien-Infektion konnte keine

zielgerichtete Migration von ZTLs hin zu CCL17 festgestellt werden.

3.2 NKT Zellen und ihre Funktion in der Abwehr einer Listerien-Infektion

NKT Zellen sind mit der Fahigkeit ausgestattet, schnell auf eindringende Pathogene zu
reagieren, indem sie nach Aktivierung rasant eine groBe Menge und Vielzahl an Zytokinen
produzieren kénnen (Lawson 2012). Ebenso kdnnen sie eine elementare Rolle in der
Etablierung von adaptiven Immunantworten einnehmen, z.B. durch die Lizensierung von
Dendritischen Zellen. In ihrer Rolle als Lymphozyten mit Ahnlichkeiten zu Gedichtniszellen und
der infolgedessen IFNy Produktion aktivieren sie Makrophagen und leisten einen Beitrag zur
bakteriellen Klarung (Nieuwenhuis et al. 2002). Die protektive Rolle von NKT Zellen in einer
bakteriellen Abwehr gegen verschiedene Mikroorganismen wird neben der IFNy Produktion
durch die Aktivierung anderer Zelltypen wie DZ, NK Zellen oder ZTLs erreicht (Van Kaer,
Parekh, and Wu 2013). Die Rolle von NKT Zellen in der Listerien-Infektion konnte noch nicht
ausreichend geklart werden. So zeigten Studien, dass die Listeriose in CD1d”-M3usen
verschlimmert ist (Arrunategui-Correa and Kim 2004), wahrend dies in Ja18”-Mé3usen nicht der
Fall ist (Ranson et al. 2005). Die folgenden Experimente sollten die Frage kldaren, ob und
inwiefern NKT Zellen einen Beitrag zur Kldarung der bakteriellen Infektion mit Listeria

monocytogenes leisten.

3.2.1 NKT Zellen werden im Rahmen einer Listerien-Infektion aktiviert

Nachdem die Rolle von NKT Zellen in der Infektion mit dem Pathogen Listeria monocytogenes
in der Literatur verschiedenartig beschrieben ist, sollte initial untersucht werden, ob NKT
Zellen nach Infektion mit dem Pathogen aktiviert werden. Die Aktivierung von NKT Zellen lasst
sich anhand ihrer IFNy Produktion (Matsuda et al. 2003) und Expression des
Oberflachenmolekiils CD69, als Marker fir Aktivierung (Chackerian et al. 2002), untersuchen.
Um diese Faktoren zu ermitteln, wurden WT Mause mit Lm-OVA infiziert und 24 Stunden

spater die NKT Zellen in Milz und Leber analysiert.
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Abb.3.9: NKT Zellen in Leber und Milz sind nach Infektion mit Lm-OVA aktiviert. WT Mause wurden mit
2x10* Lm-OVA infiziert und NKT Zellen ein Tag p.i. in Milz und Leber analysiert. Gezeigt sind uninfizierte
(weill) und infizierte (schwarz) WT Mause. A Histogramm (links) und Graph (rechts) zeigen die IFNy
Produktion von NKT Zellen in der Milz. B Histogramm (oben) zeigt Expression von CD69 auf NKT Zellen in
Leber (links) und Milz (rechts). Graph (unten) zeigt MFl von CD69 in Leber (links) und Milz (rechts).

Sowohl in Leber als auch in Milz zeigten die untersuchten NKT Zellen einen aktivierten
Phanotyp. Dies spiegelte sich in der Produktion von IFNy in der Milz wider. 25% aller NKT
Zellen exprimierten IFNy nach Infektion mit Lm-OVA (Abb.3.9-A). Der Aktivierungsmarker
CD69 wurde jeweils in Milz und Leber von NKT Zellen nach Infektion mit Lm-OVA starker
exprimiert verglichen mit einer uninfizierten WT Kontrolle. Hierbei wurde die Expression in der
Milz verdoppelt, wohingegen dies in der Leber nur um 50% gesteigert war (Abb.3.9-B). Sowohl
in Milz und Leber wurden NKT Zellen aktiviert, messbar anhand einer gesteigerten IFNy

Produktion und erhéhten Expression des Aktivierungsmarkers CD69.

3.2.2 Der Einfluss von iNKT oder NKT Zell Defizienz auf die bakterielle Last und die

Etablierung von ZTL Antworten nach Listerien-Infektion

Im Folgenden wurden zwei verschiedene genetisch modifizierte Mauslinien fir die
Untersuchung des Einflusses von NKT Zellen auf den Ausgang einer Listerien-Infektion
verwendetet: zum Einen CDld'/'—NIéuse, in denen alle NKT Zellen fehlen, und zum Anderen
Ja18'/'-Méuse, in denen nur die iNKT Zellen fehlen. Zunachst sollte untersucht werden, ob die
Abwesenheit von iNKT Zellen oder aller NKT Zellen einen Einfluss auf die bakterielle Last nach
Infektion mit Lm-OVA hat. Hierfir wurden die jeweiligen Mause mit 2x10* Lm-OVA infiziert
und nach drei Tagen die CFU in Milz und Leber analysiert. Weder in der Milz noch in der Leber

konnte ein Unterschied in der bakteriellen Last zwischen den verschiedenen Gruppen an Tag 3
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nach Infektion festgestellt werden. Allerdings wurden in unabhdngig voneinander
durchgefiihrten Experimenten verschiedene Ergebnisse erzielt, sodass in einem hier nicht
gezeigten Experiment eine Erhéhung der bakteriellen Last in CD1d-KO Mausen verglichen mit
WT Mausen ermittelt werden konnte. In der Milz zeigte sich eine 10-fach hohere bakterielle
Last verglichen mit der Leber (Abb.3.10-A). Wird die Etablierung einer ZTL Antwort an Tag 7
nach Infektion untersucht, so wurde deutlich, dass sowohl in der Produktion von Antigen-
spezifischen ZTL als auch in der Sezernierung des zytotoxischen Molekiils IFNy von CD8" T
Zellen ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der Abwesenheit von iNKT Zellen und
allen NKT Zellen bestand. Fehlten alle NKT Zellen (CDld'/'—Méuse, rot), so wurden ca. 4%
Antigen-spezifische ZTL generiert, verglichen mit ca. 7% in der Abwesenheit von iNKT Zellen
(Ja18'/'-Méuse, blau) und ca. 6% OVA-spezifische ZTL in der Anwesenheit von NKT Zellen (WT

Mause, schwarz).
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Abb.3.10: Einfluss von iNKT oder NKT Zell Defizienz auf die bakterielle Last und Etablierung von ZTL
Antworten. Dargestellt sind WT uninfiziert (weiR), WT infiziert (schwarz), cD1d” infiziert (rot) und Jal8
" infiziert (blau). A Bakterielle Last in CFU pro Organ an Tag 3 nach Infektion mit 2x10* Lm-OVA in Milz
(links) und Leber (rechts). B % OVA-spezifische ZTL (links) und % IFNy Produktion von ZTL (rechts) an Tag
7 p.i. mit 5x10° Lm-OVA in der Milz.

Die gleichen Unterschiede lieBen sich auch in der Produktion des zytotoxischen Molekiils IFNy
ermitteln. Hierbei produzierten ca. 5% der WT CD8" ZTLs IFNy, wohingegen ca. 4.5% ZTLs aus
CD1d”-Miusen und ca. 6.5% ZTLs aus Jal8’-Mausen IFNy sezernierten (Abb.3.10-B).
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass ein konstanter Unterschied in der
bakteriellen Last an Tag drei nach Infektion in An- oder Abwesenheit von NKT Zellen nicht
ermittelt werden konnte. Ein statistisch signifikanter Unterschied sowohl in der prozentualen

Menge an Antigen-spezifischen ZTL als auch in der Produktion von IFNy konnte zwischen
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Mausen defizient in iNKT Zellen und defizient in allen NKT Zellen festgestellt werden.
Ausgehend von diesen Daten konnte das bedeuten, dass iNKT Zellen die ZTL Generierung

inhibieren, wahrend Typ Il NKT Zellen einen positiven Beitrag leisten.

3.2.3 NK Zellen sind in Abwesenheit von NKT Zellen starker aktiviert

Um einen genauen Einblick in mogliche Veranderungen zu bekommen, welche mit der
Abwesenheit von NKT Zellen in einer Listerien-Infektion verbunden sind, wurden verschiedene
Zelltypen des innaten Immunsystems in der friilhen Phase der Immunantwort untersucht. NK
Zellen spielen eine essentielle Rolle in der friihen Bekampfung der bakteriellen Infektion, da sie
nach Aktivierung durch TNFa und IL-12, ausgeschiittet von Lm-infizierten Makrophagen, grofRe
Mengen IFNy sezernieren. Dieses IFNy wiederum aktiviert die bakterizide Aktivitat der
Makrophagen (Tripp, Wolf, and Unanue 1993; Humann and Lenz 2010). Fir die Untersuchung
des Verhaltens von NK Zellen in der Abwesenheit von NKT Zellen, wurden die entsprechenden
Mause mit Lm-OVA infiziert und an Tag 1-4 anhand ihrer IFNy Produktion und Expression des
Aktivierungsmarkers CD69 analysiert. In Abwesenheit von NKT Zellen in CD1d”-Mzusen war
die IFNy Produktion von NK Zellen 24 Stunden nach Infektion mit Listeria monocytogenes
statistisch signifikant hoher als in WT Mausen. Hierbei sezernierten ca. 20% der NK Zellen in
Anwesenheit von NKT Zellen IFNy im Vergleich zu ca. 40% in Abwesenheit von NKT Zellen. An
Tag 2 nach Infektion waren diese Unterschiede wieder ausgeglichen und ca. 10% der NK Zellen
aus beiden Gruppen produzierten IFNy (Abb.3.11-A). Ein weiterer Parameter zur Untersuchung
der Aktivierung von NK Zellen ist wie bei NKT Zellen das Oberflachenmolekil CD69. Auch hier
konnten statistisch signifikante Unterschiede in der Expression anhand des MFIs von CD69
24 Stunden nach Infektion zwischen NK Zellen aus WT oder aus CD1d-defizienten Mausen
detektiert werden. In Abwesenheit von NKT Zellen exprimierten NK Zellen CD69 doppelt so
stark auf Zellebene verglichen mit NK Zellen aus WT Mausen. Ein weiterer Anstieg des MFls an
Tag 2 konnte beobachtet werden. Allerdings war dieser in beiden untersuchten Gruppen nicht
statistisch signifikant unterschiedlich. AnschlieBend fielen in beiden Gruppen bis Tag 4 die MFI
Werte nahe Ausgangsniveau an Tag 0 zurlick (Abb.3.11-B). Eine mogliche Ursache fir die
vermehrte Produktion von IFNy kann in einer erhéhten Anzahl an NK Zellen nach der
beginnenden Infektion liegen. Wie in Abb.3.11-C deutlich wird, war die prozentuale Anzahl an
NK Zellen gemessen an der Gesamtzellpopulation in beiden Gruppen zu den
Analysezeitpunkten identisch. Ein deutlicher Abfall an NK Zellen konnte von ca. 3% an Tag 0 zu
2% an Tag 1 relativ zur Gesamtzellzahl festgestellt werden. Dies kdnnte fir ein Absterben der

NK Zellen nach Infektionsbeginn oder eine verstirkte Expansion anderer Immunzellen
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sprechen. Diese Anzahl fiel auf 1% an Tag 2 und erreichte das Ausgangsniveau an Tag 4 nach

Infektion.
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Abb.3.11: NK Zellen sezernieren mehr IFNy in Abwesenheit aller NKT Zellen. NK Zellen aus uninfizierten
WT Miusen (weiB) oder mit 2x10* Lm-OVA infizierten WT Mausen (schwarz), infizierten CD1d”-Miusen
(rot) und infizierten Ja18”-Mzusen (blau) analysiert in Leber oder Milz. A % IFNy" NK Zellen an Tag 0-4
in der Milz. B MFI CD69 von NK Zellen an Tag 0-4 in der Milz. C % NK Zellen an Gesamtzellen an Tag 0-4
in der Milz. D Histogramme (links) und Graphen (rechts) zeigen IFNy Produktion von NK Zellen in Milz

(oben) und Leber (unten).

Zieht man zur Analyse auch Méause heran denen nur iNKT Zellen fehlen so wurde deutlich, dass
in diesen Mausen weniger als halb so viele NK Zellen IFNy sezernieren (ca. 25%) verglichen mit
NK Zellen aus CD1d-defizienten Tieren (ca. 60%). Ein Vergleich zwischen WT, CD1d-defizienten
und Jal8-defizienten Mause zeigte, dass die IFNy Produktion in der Leber das gleiche Muster
aufwies, allerdings viel schwacher ausgepragt war. In der Leber waren NK Zellen aus WT
Mausen zu ca. 10%, aus CD1d”-Miusen zu ca. 20% und aus Jal8”-Mézusen zu ca. 5% positiv
far IFNy (Abb.3.11-D). Es kann festgehalten werden, dass NK Zellen aus NKT Zell-defizienten
Mausen starker aktiviert waren. Dies wird 24 Stunden nach Infektion an ihrer CD69 Expression
und verstdrkten IFNy Produktion verglichen mit NK Zellen aus WT- oder Ja18”-Mzusen
deutlich. Eine weitere mogliche Erkldarung fiir eine erhohte Produktion des Molekils IFNy
durch NK Zellen in Abwesenheit aller NKT Zellen kdnnte an einer verstarkten bakteriellen Last

in CD1d”-M3usen liegen. Um dies zu liberprifen, wurden Mause aus den respektiven Gruppen
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mit Lm-OVA infiziert und 24 Stunden nach Infektion anhand ihrer bakteriellen Last in Milz und
Leber analysiert.
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Abb.3.12: NK Zellen besitzen einen erhohten Aktivierungsstatus in CD1d”-Mausen. NK Zellen aus
uninfizierten WT Mé&usen (wei) oder mit 2x10" Lm-OVA infizierten WT Miusen (schwarz), infizierten
CD1d”-Miusen (rot) und infizierten Ja18”-Miusen (blau) analysiert in Leber oder Milz 1 Tag p.i.. A CFU
pro Organ aus Milz (links) oder Leber (rechts). B Histogramme (oben) und Graphen (unten) zeigen den
MFI von CD69 von NK Zellen aus Milz (links) oder Leber (rechts). C Histogramme (oben) und Graphen
(unten) zeigen den MFI von Granzym B von NK Zellen aus Milz (links) oder Leber (rechts).

Ein statistisch signifikanter Unterschied in der bakteriellen Last konnte ein Tag nach Infektion
mit Lm-OVA in der Milz zwischen WT und CD1d”-Miusen nachgewiesen werden. In
Abwesenheit von NKT Zellen war eine geringere bakterielle Last in der Milz detektierbar.
Dieser Unterschied konnte in der Leber nicht gefunden werden. Hier war die bakterielle Last in
allen Gruppen um mebhr als ein 10-faches geringer verglichen mit der Milz (Abb.3.12-A). Neben
der Analyse des Oberflaichenmarkers CD69 auf der Zelloberflache der NK Zellen, kann ebenfalls
die Produktion des zytotoxischen Molekiils Granzym B zur Bestimmung der Stdrke der
Aktivierung von NK Zellen analysiert werden. Hierbei liegt Granzym B in seiner inaktiven Form
in zytotoxischen Granula in ZTLs, NKT und NK Zellen vor. Die Freisetzung von Granzym B und
Perforin nach Formation der immunologischen Synapse und anschlieBender Fusion der

Granula mit der Zielzellmembran fihrt zur Apoptose der Zielzelle (Cullen, Brunet, and Martin
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2010; Fang, Herrick, and Nicholl 2012). Sowohl die Expression von CD69 als auch die
Sezernierung von Granzym B war in NK Zellen der Milz in CD1d-defizienten Mausen signifikant
erhoht im Vergleich mit Ja18-defizienten Mausen. In der Leber traf dieser Umstand nur fir die
Analyse des MFls von CD69 zu (Abb.3.12-B,C). Ein statistisch signifikanter Unterschied in der
Produktion von Granzym B konnte in der Leber und in der Milz zwischen NK Zellen aus
infizierten WT und CD1d-defizienten Mdausen gezeigt werden (Abb.3.12-C). Nach einer
Infektion mit dem Pathogen Listeria monocytogenes wiesen NK Zellen der Milz und der Leber
in Abwesenheit von NKT Zellen eine starkere Aktivierung auf, als in Abwesenheit von iNKT
Zellen oder in Anwesenheit aller NKT Zellen. Dies konnte durch eine verstarkte Expression von
CD69, IFNy und Granzym B von NK Zellen in CD1d”-Mézusen gezeigt werden. Dieser Effekt ist
nicht durch eine maogliche erhéhte Anzahl an NK Zellen oder einer verstarkten bakteriellen

Besiedlung der untersuchten Organe zu erklaren.

3.2.4 IFNy wird in der Abwesenheit von CD1d in der Milz vermehrt sezerniert

Es konnte gezeigt werden, dass mehr NK Zellen in der Abwesenheit von CD1d IFNy
produzieren, was durch FACS-Analysen ermittelt worden ist. Dies lasst allerdings keinen
Rickschluss auf die Gesamtmenge des im jeweiligen Organ produzierten Zytokins zu. Um die
erhohte Produktion von IFNy mittels anderer Methoden nachweisen zu kdnnen und um die
Gesamtmenge des zytotoxischen Molekils in Milz und Leber zu bestimmen, wurde die
Transkriptmenge auf mMRNA Ebene und die direkte Sezernierung des Molekils durch ELISA und
eine Multiplex-Analyse (Luminex-System) untersucht. Hierfiir wurden die jeweiligen Gruppen
mit Lm-OVA infiziert und einen Tag nach Infektion entweder der Uberstand von
Organhomogenisaten (ELISA und Luminex) oder extrahierte RNA aus dem Gesamtgewebe (RT-
PCR) analysiert. Auf der Ebene der Transkriptmenge konnte nachgewiesen werden, dass in der
Milz von CD1d-defizienten Tieren mehr IFNy Transkripte zu finden waren, verglichen mit WT
Tieren (Abb.3.13-A). Wird die Gesamtproduktion des Zytokins im Uberstand von Milz- oder
Leberhomogenisat mittels ELISA untersucht, konnte jedoch kein Unterschied zwischen den
verschiedenen Gruppen festgestellt werden (Abb.3.13-B,C). Es ldsst sich ermitteln, dass die
uninfizierte WT Kontrolle das gleiche Level an IFNy im Uberstand von Leberhomogenisat
zeigte, verglichen mit den infizierten Gruppen (Abb.3.13-C). Durch eine Analyse im Luminex-
System, was eine Bestimmung von bis zu 30 gleichzeitigen Parametern im Uberstand von
Homogenisaten oder im Serum ermaoglicht, konnte ein statistisch signifikanter Unterschied in
der Produktion von IFNy in der Milz zwischen CD1d- und Ja18-defizienten Tieren nachgewiesen

werden, wobei CD1d-defiziente Tiere nach Listeria-Infektion eine erhdhte IFNy Menge im
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Milzhomogenisat aufwiesen. Dieser Trend war auch in den Leber- und Serumproben zu
erkennen, jedoch nicht statistisch signifikant (Abb.3.13-D). Neben einer erhéhten Anzahl an NK
Zellen in CD1d-defizienten Méausen, welche IFNy produzieren, wurde durch die Analyse der
Transkriptmenge und der Gesamtzytokinmenge durch Multiplex-Untersuchung bestatigt, dass
infizierte WT und Jal8-defiziente Tiere eine geringere Menge IFNy nach Listerien-Infektion
sezernieren, verglichen mit CD1d-defizienten Tieren bzw. dass CD1d-defiziente Tiere mehr

IFNy sezernieren als WT Tiere.
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Abb.3.13: IFNy wird in der Abwesenheit von CD1d in der Milz vermehrt sezerniert. Dargestellt sind
uninfizierte WT Miuse (weiR) oder mit 2x10" Lm-OVA infizierte WT Méuse (schwarz), infizierte cD1d”-
Mause (rot) und infizierte Ja18”-Miuse (blau). A Expression IFNy relativ zu GAPDH in der Milz auf
mRNA-Ebene durch RT-PCR 1 Tag p.i.. B Level von IFNy (ng/ml) im Uberstand von Milzhomogenisat 1 Tag
p.i. durch ELISA-Analyse. C Level von IFNy (ng/ml) im Uberstand von Leberhomogenisat 1 Tag p.i. durch
ELISA-Analyse. D Level von IFNy (pg/ml) im Uberstand von Blutserum, Milz- und Leberhomogenisat 1 Tag
p.i. durch Multiplex-Analyse (Luminex).

3.2.5 Dendritische Zellen zeigen eine verstarkte Aktivierung in der Abwesenheit von NKT

Zellen

Im Rahmen der vorangegangenen Versuche konnte gezeigt werden, dass Dendritische Zellen
nach Infektion mit Listeria monocytogenes CCL17 produzierten und diese auch starker aktiviert
waren, gemessen an ihrer Expression der Oberflaichenmarker CD80 und CD86 (siehe Abb.3.2).
Studien haben gezeigt, dass CD8" DZ wichtig fiir die initiale Expansion von Listerien sind, da in
der Abwesenheit von DZ die bakterielle Last in der Milz nach 3 Tagen um das 500-fache
reduziert war (Neuenhahn et al. 2006). In dem Modell der DZ-Depletion wurde ebenfalls
ermittelt, dass NK Zellen in der Abwesenheit von DZ weniger aktiviert sind (Lucas et al. 2007).

Die Zytokine IL-12 und IL-18 sind essentiell fir die Aktivierung von NK Zellen (Walzer et al.
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2005) und kénnen auch von Dendritischen Zellen produziert werden. Fiir IL-12, sezerniert von
DZ, wurde eine Rolle in der Listerien-Infektion nachgewiesen (Edelson 2012). Es sollte
untersucht werden, ob in Abwesenheit von NKT Zellen Dendritische Zellen einen anderen
Phanotyp aufweisen und somit eine verstarkte Aktivierung von NK Zellen erklart werden
kénnte. Um dies zu untersuchen, wurden einen Tag nach Infektion mit Lm-OVA DZ auf die
Expression der Oberflachenmarker CD80 und CD86, sowie die Produktion der Zytokine IL-12
und IL-18 analysiert. Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied in der Expression der
Aktivierungsmarker CD86 und CD80 auf der Oberflache von Dendritischen Zellen ein Tag nach
Infektion mit Lm-OVA festgestellt werden. Allerdings konnte eine Tendenz erkannt werden,
dass DZ aus CD1ld-defizienten Mdusen starker aktiviert sind als DZ aus Jal8-defizienten
Mausen (Abb.3.14-A). Wird die Produktion des Zytokins IL-12p70 untersucht, kann ein
statistisch signifikanter Unterschied in der Sezernierung dieses Signalmolekils zwischen NKT
Zell- und iNKT Zell-defizienten Mausen nach Listeria-Infektion festgestellt werden. Dies ist
bezogen auf die Gesamtmenge an IL-12p70 in der Milz. In Abwesenheit von CD1d und in WT
Mausen wurde eine hohere Menge IL-12p70 in der Milz detektiert, verglichen mit Mausen

defizient in iNKT Zellen (Abb.3.14-B).
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Abb.3.14: Dendritische Zellen zeigen eine verstadrkte Aktivierung in der Abwesenheit von NKT Zellen.
Dargestellt sind uninfizierte WT Mause (weil) oder mit 2x10* Lm-OVA infizierte WT M&use (schwarz),
infizierte CD1d”-Mause (rot) und infizierte Jal18”-Miuse (blau). A Histogramme (links) und Graphen
(rechts) zeigen die MFI von CD86 (oben) und CD80 (unten) von F4/80CD11c" Zellen 1 Tag p.i.. B Menge
IL-12p70 (pg/ml) im Uberstand von Milzhomogenisat 1 Tag p.i. mittels Multiplex-Analyse (Luminex). C %
IL-12" DZ in der Milz 1 Tag p.i. mittels FACS-Analyse. D Menge IL-18 (pg/ml) im Uberstand von
Milzhomogenisat 1 Tag p.i. mittels Multiplex-Analyse (Luminex).
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Wird die IL-12 Produktion von DZ mit Hilfe der Durchflusszytometrie untersucht, wird kein
Unterschied zwischen WT und CD1d-defizienten Tieren festgestellt (Abb.3.14-C). Die Analyse
des Zytokins IL-18 im Multiplex-Assay von Luminex im Uberstand des Leberhomogenisats
ergab keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen. Eine
Tendenz in der geringeren Produktion von IL-18 in iNKT Zell-defizienten Mausen im Vergleich
mit den beiden anderen Gruppen war erkennbar (Abb.3.14-D). Dendritische Zellen wiesen
nach Infektion mit Listeria monocytogenes einen leicht verstarkten Aktivierungstyp in ihrer
Expression der Oberflaichenmolekiile CD80 und CD86 auf, welcher jedoch nicht statistisch
signifikant war. Die Produktion von IL-12p70 in der Milz ist in Jal8-defizienten Mausen

verringert, verglichen mit WT und CD1d-defizienten Mausen.

3.2.6 In Abwesenheit von iNKT Zellen zeigen Makrophagen eine verminderte Aktivierung

Neben Dendritischen Zellen stellen Makrophagen eine wichtige Zellart des innaten
Immunsystems dar, welche in einer Infektion mit Listeria monocytogenes diese initial
einddmmen kénnen. Zellen der Marginalzone in der Milz kommen als erstes mit Pathogenen
aus dem Blutstrom in Kontakt. Hier sind myeloide Zellen wie DZ, Marginalzonen- und
metallophile Makrophagen oder auch F4/80" Makrophagen (Rote Pulpa Makrophagen, RPM)
lokalisiert (Conlan 1996; Neuenhahn et al. 2006; Aoshi et al. 2009). Als Reaktion auf eine
Infektion mit Listeria sezernieren Makrophagen TNFa und IL-12, welche wiederum die IFNy
Produktion von NK Zellen stimulieren. Durch einen Feedback-Loop flihrt das von NK Zellen
produzierte IFNy zu einer weiteren Aktivierung von Makrophagen (Tripp, Wolf, and Unanue
1993; Humann and Lenz 2010). Da Makrophagen eine essentielle Rolle in der Aktivierung von
NK Zellen einnehmen und das IL-12 nicht von DZ zu stammen scheint, sollte untersucht
werden, ob dieser Zelltyp in der Abwesenheit von NKT Zellen moglicherweise starker aktiviert
ist und somit die erhohte IFNy Produktion von NK Zellen stimulieren kann. Hierfir wurden
CD11b* F4/80™ Marginalzonenmakrophagen (MZ MOs) und CD11b F4/80" Rote Pulpa
Makrophagen (RPMs) untersucht. Wird die Expression des Aktivierungsmarkers CD86 auf der
Zelloberflaiche von MZ MOs untersucht, wurde ein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen Zellen aus CD1d-defizienten und jeweils Zellen aus WT oder Jal8-defizienten Tieren
ermittelt. MZ MOs aus WT und Jal18-defizienten Tieren wiesen einen MFI von CD86 in Hohe
von ca. 1500 auf. Einen deutlich gesteigerten MFI von ca. 2000 hingegen konnte bei MZ MOs
aus CD1d-defizienten Tieren ermittelt werden (Abb.3.15-A). Fir RPMs konnte mittels FACS-
Analyse kein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt werden. Eine dhnliche Tendenz

wie bei MZ MOs in der Expression des Aktivierungsmarkers CD86 war aber ersichtlich
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(Abb.3.15-B). Die Analyse der bakterioziden reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) ergab keinen
statistisch signifikanten Unterschied in den Gruppen, weder bei MZ MOs noch bei RPMs.
Allerdings wurde eine Neigung ermittelt, welche eine verringerte Produktion von ROS in den
beiden Makrophagen Subtypen in Jal8-defizienten Tieren verglichen mit WT und CD1d-

defizienten Tieren aufwies (Abb.3.15-A,B).
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Abb.3.15: In Abwesenheit von iNKT Zellen zeigen Makrophagen eine verminderte Aktivierung.
Dargestellt sind uninfizierte WT Mdause (weil) oder mit 2x10* Lm-OVA infizierte WT M&use (schwarz),
infizierte CD1d”-Mause (rot) und infizierte Ja1l8”-Miuse (blau). A MFI CD86 (oben) und MFI ROS
(unten) von Marginalzonenmakrophagen ein Tag p.i. mit 2x10" Lm-OVA in der Milz im Histogramm
(links) und Graph (rechts). B MFI CD86 (oben) und MFI ROS (unten) von Rote Pulpa Makrophagen ein
Tag p.i. mit 2x10* Lm-OVA in der Milz im Histogramm (links) und Graph (rechts). C % TNFa in
inflammatorischen Monocyten an Tag 0-4 p.i. mit 2x10" Lm-OVA. D Menge TNFa (pg/ml) im Uberstand
von Milzhomogenisat 1 Tag p.i. mit 2x10* Lm-OVA mittels Multiplex-Analyse (Luminex-System).

Wurde die Produktion des Zytokins TNFa in inflammatorischen Monocyten ermittelt, konnte
eine erhohte Produktion sowohl in WT als auch in CD1d-defizienten Tieren an Tag 1 nach
Infektion festgestellt werden. Diese Produktion fiel bis Tag 4 auf den Grundzustand zuriick
(Abb.3.15-C). In der Multiplex-Analyse mittels des Luminex-Systems konnte eine statistisch
signifikant verringerte TNFa Sezernierung im Uberstand von Milzhomogenisat 1 Tag nach
Infektion in Jal8-defizienten Tieren ermittelt werden, verglichen mit WT und CD1d-defizienten

Tieren (Abb.3.15-D). Die Analyse von verschiedenen Makrophagen Subtypen zeigte, dass
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sowohl Marginalzonen Makrophagen als auch Rote Pulpa Makrophagen in einer
Infektionssituation mit dem Pathogen Listeria monocytogenes aktiviert wurden und CD86 als
auch ROS verstarkt exprimierten. In Abwesenheit von iNKT Zellen regulierten die beiden
Makrophagen Subtypen die Expression von CD86 und ROS herab und es wurde weniger TNFa

in der Milz sezerniert.

3.2.7 Immunologische Regulatoren werden nicht von der Abwesenheit von iNKT Zellen

beeinflusst

Als eine Option, um die Erhdhung pro-inflammatorischer Parameter des innaten
Immunsystems in der Abwesenheit von iNKT Zellen zu erklaren, ist eine verminderte Aktivitat
von immunologischen Regulatoren wie T, oder MDSCs (engl. myeloid-derived suppressor
cells, Myeloide Suppressor Zellen) denkbar. Diese Regulatoren des Immunsystems kénnen
durch die Ausschiittung von inhibierenden Stoffen oder durch direkten Zell-Zell-Kontakt aktiv
eine Immunreaktion abmindern. Es konnte gezeigt werden, dass aktivierte iNKT Zellen mit
MDSCs kooperieren, um in einem Modellsystem fir murine multiples Sklerose vor dieser
Autoimmunerkrankung zu schitzen, indem nach aGC Gabe die Expansion und Aktivierung von
MDSCs verstarkt war (Parekh et al. 2013). Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass NKT Zellen in
vitro die Entwicklung von T, inhibieren (Oh et al. 2011). Es sollte untersucht werden, ob in
Abwesenheit von NKT oder iNKT-Zellen immunologische Regulatoren wie T,q oder MDSCs
einen verdnderten Phanotyp aufweisen, welcher zu der erhéhten Aktivierung des innaten
Immunsystems nach Listeria-Infektion in CD1d-defizienten Tieren beitragen kénnte. MDSCs
sind CD11¢ und CD11b* und kénnen weiterhin durch die Oberflichenmarker Ly6C und Ly6G in
granulozytire MDSCs (Ly6G®, Ly6C'°W) und monocytare MDSCs (Ly6G/, Ly6Chi) eingeteilt
werden. Eine Analyse der Zusammensetzung des MDSCs-Repertoires in den untersuchten
Gruppen fiihrte keine statistisch signifikanten Unterschiede zu Tage (Abb.3.16-A).
Granulocytdare MDSCs expandierten nach Listeria-Infektion, da in den uninfizierten Kontrollen
ca. 6% und in den infizierten zwischen 10 und 12% granulocytdre MDSCs vorhanden waren
(Abb.3.16-B). Den gréRten Anteil an CD11b* CD11c” MDSCs machten die monocytiren MDSCs
mit 40-50% in allen untersuchten Gruppen aus sowohl im Grundzustand als auch einen Tag

nach Infektion mit Lm-OVA (Abb.3.16-C).
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Abb.3.16: Immunologische Regulatoren werden nicht von der Abwesenheit von iNKT Zellen beeinflusst.
Dargestellt sind uninfizierte WT Mdause (weil) oder mit 2x10* Lm-OVA infizierte WT M&use (schwarz),
infizierte CD1d”-Miuse (rot) und infizierte Ja18”-Miuse (blau). Granulocytdre MDSCs sind in griin und
monocytdre MDSCs in gelb gezeigt (A-C). A FACS-Plots 1 Tag p.i. in der Milz von MDSCs analysiert
anhand der Expression von Ly6G und Ly6C. B % granulocytdare MDSCs in der Milz 1 Tag p.i.. C %
monocytdre MDSCs in der Milz 1 Tag p.i.. D % Tregs VON CD4" T Zellen in der Milz 1 Tag p.i.. E MFI CTLA-4
von Tregs in der Milz 1 Tag p.i..

Neben MDSCs kdénnen auch T inhibitorische Funktionen lbernehmen. Sowohl in der
Frequenz an regulatorischen T Zellen als auch in der Expression des Oberflichenmarkers CTLA-
4, welcher als Aktivierungsmarker von T gilt (Corthay 2009), konnte kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen festgestellt werden. Allerdings
scheint auch hier eine erhéhte Aktivierung der T, in infizierten CD1d-defizienten Tieren im
Vergleich mit Ja18-defizienten Tieren anhand der ZTLA-4 Expression vorzuliegen (Abb.3.16-
D,E). Dies war allerdings nicht statistisch signifikant. Die Untersuchung der prozentualen
Anzahl und des Aktivierungsstatus von inhibitorischen Zelltypen, wie MDSCs und Tieg in
Abwesenheit von NKT und iNKT Zellen ergab keinen statistisch signifikanten Unterschied in den
analysierten Gruppen nach einer Listerien-Infektion und kann die beobachteten Effekte somit

nicht erklaren.
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3.2.8 Co-Housing vermindert die IFNy Produktion von NK Zellen in CD1d-defizienten

Mausen

In den vorangegangenen Experimenten konnte ermittelt werden, dass in Abwesenheit von
CD1d, NK Zellen starker aktiviert sind und mehr IFNy sezernieren im Vergleich mit Ja18-
defizienten Tieren (siehe Abb.3.11, 3.12). Einen erhéhten Aktivierungsstatus wiesen ebenfalls
DZ und Makrophagen auf (Abb.3.14, 3.15). Die ermittelte verstarkte Immunreaktion in
Abwesenheit von CD1d war nicht abhdngig von immunologischen Regulatoren, da weder Tegs
noch MDSCs eine verdnderte Frequenz oder Phanotyp in CD1d- defizienten, verglichen mit
Jal8-defizienten Tieren, zeigten. Somit scheinen vor allem bei pro-inflammatorischen
Parametern Unterschiede zwischen CD1d- und Jal8-defizienten Tieren nach einer Listerien-
Infektion zu liegen. Mehrere Studien haben gezeigt, dass kommensale Bakterien einen Einfluss
auf die Entwicklung von NKT Zellen haben (Zeissig and Blumberg 2014b). Neben der Regulation
von NKT Zell Aktivierung und Proliferation wurde in weiteren Studien gezeigt, dass die
Abwesenheit von CD1d einen Einfluss auf die vorhandene Mikrobiota besitzt, die sich
wiederum auf Immunreaktionen auswirken kann. In Studien von Bakterien-freien Mausen
wurde demonstriert, dass CD1d fiir die Kontrolle der intestinalen Kolonialisierung durch Gram-
negative als auch Gram-positive Bakterien benétigt wird (Nieuwenhuis et al. 2009). Im
Folgenden sollte untersucht werden, ob der gefundene Effekt der erhéhten IFNy Produktion
von NK Zellen und die verstarkte Aktivierung der innaten Immunzellen wie Makrophagen und
DZ in Abwesenheit von CD1d auf eine verdnderte Mikrobiota zurlckzufiihren sein kann.
Hierfiir wurden jeweils zwei Mdause der drei verschiedenen Gruppen (WT, Jal8- und CD1d-
defiziente Mause) fur vier Wochen im selben Kéfig gehalten, sodass nach dieser Zeit davon
ausgegangen werden konnte, dass sich die Mikrobiota durch das koprophage Verhalten der
Mause untereinander angepasst hat. Die Kontrolltiere wurden separat in Kafigen pro jeweilige
Gruppe, aber fir die gleiche Dauer von vier Wochen im Institut fir experimentelle
Immunologie gehalten (IEl-adaptiert). Die Analyse bei Infektion vier Wochen nach
Zusammensetzen der Mause zeigte, dass sowohl NK Zellen aus CD1d- als auch aus Jal8-
defizienten Tieren statistisch signifikante geringere Mengen IFNy sezernierten im Vergleich mit
NK Zellen aus WT Mausen. Ein statistisch signifikanter Unterschied in der IFNy Produktion,
Expression von Granzym B und Expression von CD69 zwischen NK Zellen aus NKT und iNKT Zell-
defizienten Tieren konnte nicht ausgemacht werden, egal ob die Maduse zusammen in einem
Kafig oder vier Wochen lang in getrennten Kafigen im IEl gehalten wurden. Allerdings war die
Reduktion der IFNy Sezernierung und der Granzym B Expression in NK Zellen aus Jal18-
defizienten Tieren, verglichen mit WT Tieren, statistisch signifikant (Abb.3.17-A). In der

Analyse von DZ vier Wochen nach Zusammensetzen der Mause und ein Tag nach Infektion mit
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Lm-OVA konnte kein Unterschied zwischen Mausen defizient in Jal8 oder CD1d ermittelt
werden (Abb.3.17-B). Eine statistisch signifikante Abweichung in der Expression von CD86
konnte zwischen WT Mausen und Mdausen ohne NKT Zellen festgestellt werden. DZ aus IEI-
adaptierten Méausen zeigten einen statistisch signifikanten Unterschied in der Expression des
Aktivierungsmarkers CD86 im Vergleich von WT Mausen und Mausen defizient fiir iNKT Zellen.
Ein dhnliches Muster der Expression von CD86 zeigte sich bei DZ aus CD1d- und Jal8-
defizienten Mausen, welche einen MFI von ca. 1000 aufwiesen, verglichen mit einem MFI von
ca. 2000 bei DZ aus WT Mausen (Abb.3.17-B). Sowohl fiir Marginalzonenmakrophagen, als
auch fir Rote Pulpa Makrophagen konnte eine gleich starke Expression des
Aktivierungsmarkers CD86 in Abwesenheit von iNKT oder NKT Zellen festgestellt werden, wenn
Mause zusammen oder |El-adaptiert gehalten worden sind. Ein statistisch signifikanter
Unterschied in MZ MO zwischen WT und iNKT Zell-defizienten Tieren in ihrer Expression von
CD86 war deutlich, wenn Tiere IEl-adaptiert waren (Abb.3.17-C,D). Abschliefend kann
festgehalten werden, dass verschiedene Haltungsbedingungen, wie eine separate Haltung der
Mause fir vier Wochen im IEl oder Co-Housing der verschiedenen Gruppen in einem
gemeinsamen Kafig, einen Einfluss auf die Produktion des Zytokins IFNy und den MFI von

Granzym B in NK Zellen besitzen.
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Abb.3.17: Co-Housing verringert die IFNy Produktion von NK Zellen in CD1d-defizienten Mausen.
Dargestellt sind uninfizierte WT Mause (weil) oder mit 2x10* Lm-OVA infizierte WT Mause (schwarz),
infizierte CD1d”-Miuse (rot) und infizierte Ja18”-Miuse (blau). Zwei Mause von jeder Gruppe (bis auf
WT uninfiziert) wurden entweder vier Wochen lang im gleichen Kafig gehalten (Co-Housing) oder
separat in einzelnen Kafigen (IEl-adaptiert). 24h nach Infektion mit 2x10* Lm-OVA wurde die Milz
untersucht. A Graphen zeigen % IFNy" NK Zellen (links), MFI Granzym B (Mitte) und MFI CD69 (rechts)
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von NK Zellen. B MFI CD86 von DZ. C MFI CD86 von Marginalzonenmakrophagen. D MFI CD86 von Rote
Pulpa Makrophagen.

NK Zellen aus WT Mausen wiesen einen starkeren Aktivierungsstatus auf, als NK Zellen aus
iNKT oder NKT-defizienten Mausen. Die gleiche Tendenz konnte fiir Dendritische Zellen,
Marginalzonenmakrophagen und Rote Pulpa Makrophagen festgestellt werden. AbschlieBend
ist anzumerken, dass es bemerkenswert ist, dass bei Tieren, die vier Wochen nach Genotypen
getrennt in der institutseigenen Tierhaltung verbrachten (siehe Abb.3.17), andere Muster im
NK Zell Phdanotyp nach Listeria-Infektion beobachtet werden konnten, als bei Tieren, die
unmittelbar nach dem Transfer aus dem HET infiziert wurden (siehe Abb.3.11 und Abb.3.12).
Dies lasst Spekulationen zu, dass die ,Instituts-Mikrobiota’ dominant lber die Genotyp-

spezifische Mikrobiota die Immunreaktion nach Infektion mit einem Pathogen beeinflusst.
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4, Diskussion

Natdrliche Killer T Zellen sind aufgrund ihrer mannigfaltigen Funktionen in den letzten Jahren
verstarkt in den Fokus der immunologischen Forschung geriickt. lhnen konnte in einer Vielzahl
von immunologischen Erkrankungen, wie zum Beispiel Typ | Diabetes oder Asthma, eine Rolle
zugewiesen werden (Sharif et al. 2001; Akbari et al. 2003). GleichermaBen konnten NKT Zellen
in den verschiedensten Infektionskrankheiten - wie bei bakteriellem Befall mit Pseudomonas
aeruginosa, Borrelia burgdorferi oder parasitarem Befall mit Leishmania major - als agierender
Zelltyp ermittelt werden (Tupin, Kinjo, and Kronenberg 2007). NKT Zellen kdnnen eine breite
Auswahl an Selbst- und Fremdantigen erkennen und nach deren Aktivierung innerhalb
kiirzester Zeit Zytokine und Chemokine sekretieren, welche wiederum andere Immunzellen -
wie NK Zellen, B und T Zellen und Dendritische Zellen - aktivieren. Funktionsgewinn-Studien
zur Eigenschaft von iNKT Zellen werden vornehmlich mit dem iNKT Zell-aktivierenden Adjuvanz
aGC durchgefiihrt, dem prototypischen iNKT Zell-Agonisten, der in der Tumorbekdampfung (D.
H. Chang et al. 2005) oder Kontext einer Influenzainfektion (Ko et al. 2005) vielversprechende
Ergebnisse gezeigt hat. In vorangegangenen Studien zum Wirkmechanismus konnte bereits
gezeigt werden, dass aGC die CD40-abhdngige Aktivierung von ZTL durch DZs vermittelt
initialisiert (Nishimura et al. 2000) und dass gleichzeitige CD40 Aktivierung und aGC Gabe zu
einer starken IL-12 Produktion fiihrt (Hermans et al. 2003). Eine wichtige Erkenntnis und
Grundlage fir diese Dissertation war die Entdeckung des alternativen Cross-Primings in
unserem Labor. Hierbei konnte in der Studie von Semmling (2010) (Semmling et al. 2010)
gezeigt werden, dass die gleichzeitige Administration von OVA und aGC zu einer starken NKT
Zell-abhangigen ZTL Generierung fuhrt, wenn ein und dieselbe DZ sowohl der NKT Zelle als
auch der ZTL das jeweilige Antigen prasentieren muss. Ebenfalls konnte ermittelt werden, dass
die APZ nach Lizensierung durch die T Helferzelle Chemokine sekretiert, allen voran das
Chemokin CCL17, welches im Gegenzug CCR4-exprimierende CD8" T Zellen anlockt. Beim
Aufeinandertreffen von DZ und CD8" T Zellen werden diese in ihrer zytotoxischen Funktion
aktiviert. In dieser Dissertation sollte untersucht werden, ob neben der Nutzung von aGC zur
Induktion von alternativem Cross-Priming auch eine bakterielle Infektion, hier Listeria
monocytogenes, zu der NKT Zell-abhédngigen Lizensierung von DZ und anschliefender ZTL
Aktivierung fihrt. Des Weiteren sollte die Rolle von NKT und iNKT Zellen in einer Listerien-
Infektion analysiert werden, da hier in der Literatur bisher wenig bekannt ist und zum Teil je

nach Methode unterschiedliche Ergebnisse publiziert worden sind.
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4.1 CCL17 wird von Dendritischen Zellen in einer Listerien-Infektion sekretiert

CCL17 und CCL22 aktivieren beide den Chemokinrezeptor CCR4 und leisten einen essentiellen
Beitrag bei der Rekrutierung von naiven CCR4-exprimierenden CD8" T Zellen nach der Gabe
von aGC und OVA im System des alternativen Cross-Primings (Semmling et al. 2010). CCL17
wird in verschiedenen Geweben wie Thymus, Darm, Milz oder auch Lunge vor allem von
aktivierten Dendritischen Zellen und nicht von T und B Zellen sezerniert (Lieberam and Forster
1999; Alferink et al. 2003; Semmling et al. 2010). Vor allem in immunologischen Erkrankungen
wie allergischer, bronchialer Hyperreaktivitdt (Kawasaki et al. 2001), atopischer Dermatitis
(Horikawa et al. 2002) oder in einem Kolitis-Modell (Heiseke et al. 2012) konnte eine
Produktion von CCL17 nachgewiesen werden. Hierbei fihrt die Produktion von CCL17 zu einem
verschlechterten Krankheitsbild, zum Beispiel im Falle von muriner Arteriosklerose, durch eine
verminderte T,z Expansion und gleichzeitiger Forderung eines entziindlichen Ty; Phdnotyps
(Weber et al. 2011). Unter infektidsen Bedingungen konnte eine Produktion von CCL17 nach
Stimulation von Langerhans Zellen mit Staphylococcus aureus Zellwand-Komponenten oder
nach Helminthen-Infektion im Serum von Schistosoma mansoni infizierten Patienten ermittelt
werden (Geiger et al. 2013; Matsui, Tofukuji, and Ikeda 2015). Die Hauptfunktion von CCL17
zur Attraktion von CCR4 exprimierenden, naiven ZTL nach Gabe von aGC und OVA im System
des alternativen Cross-Primings konnte in unserem Labor gezeigt werden (Semmling et al.
2010). Hierbei produzieren von NKT Zellen-aktivierte CD8" Dendritische Zellen groBe Mengen
des Chemokins und locken somit CCR4-exprimierende ZTL zu den bereits lizensierten DZ, um
diese zu funktionsfahigen zytotoxischen Effektor-T Zellen aktivieren zu kénnen. In dieser Arbeit
sollte untersucht werden, ob CCL17 nach einer Listerien-Infektion von Dendritischen Zellen
produziert wird und ob es hier eine dhnliche Funktion durch Anlockung von naiven, CCR4-
exprimierenden ZTL Ubernimmt. Bis jetzt gab es keinen Hinweis darauf, dass CCL17 nach einer
Listerien-Infektion produziert wird, da dies noch nicht untersucht worden ist. In der
vorliegenden Dissertation konnte gezeigt werden, dass nach einer Infektion mit Listeria CCL17
sezerniert wird. Hierbei wird CCL17 bereits nach 24 Stunden sekretiert und die Anzahl an
CCL17" Zellen steigt nach Infektion mit Listeria monocytogenes bis zu drei Tage nach Infektion
weiter an. Sowohl CD8" als auch CD8 DZ produzieren CCL17, wobei CD8 Dendritische Zellen
den groflten Anteil an CCL17 produzieren, diese aber auch in gréoBerer Anzahl in der Milz
vorhanden sind. Wird der Ort innerhalb der Milz histologisch analysiert, an dem CCL17
produziert wird, so konnte festgestellt werden, dass ein Tag nach Infektion CCL17 vor allem in

der Marginalzone und der roten Pulpa sekretiert wird und weniger in der weien Pulpa, wo T
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Zell Priming stattfindet (siehe Abb.3.1). In der Studie von Semmling (2010) (Semmling et al.
2010) konnte gezeigt werden, dass bereits flinf Stunden nach Injektion von aGC plus Antigen
Dendritische Zellen CCL17 produzieren und hier CD8* DZ die Hauptproduzenten des Chemokins
sind. Ebenfalls waren diese CCL17 produzierenden Zellen vor allem in der T Zell Zone der Milz
vorzufinden. Hierbei sollte bedacht werden, dass aGC ein sehr starker Stimulus zur NKT Zell
Aktivierung ist. Es wird in erster Linie von CD8" DZs présentiert (Arora et al. 2014) und daher
wahrscheinlich eine andere Kinetik der CCL17 Sekretion hervorrufen als replizierende
Bakterien. Die Produktion von CCL17 vornehmlich in der Marginalzone und der roten Pulpa
kann den Schluss zulassen, dass eine Produktion des Chemokins ebenfalls durch andere Zellen
neben den Dendritischen Zellen moglich ist, da in dieser Zone der Milz vor allem Makrophagen
zu finden sind. Hierfiir spricht, dass erst kiirzlich eine Produktion von CCL17 durch RANK* M2
Makrophagen nach Stimulation durch RANKL in vitro gezeigt werden konnte (Fujimura et al.
2015). Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass CD169" Makrophagen, diese sind vor allem in der
Marginalzone angesiedelt, im Lymphknoten Lipidantigen an NKT Zellen prasentieren (Barral et
al. 2010). Weitere Studien zeigten, dass eine Interaktion von NKT Zellen, Makrophagen und
auch Dendritischen Zellen vor allem in der Marginalzone und der roten Pulpa in der Milz
stattfindet und hier die NKT Zellen aktiviert werden (Barral et al. 2012). Somit ist denkbar, dass
nach einer Infektion mit Listeria, Dendritische Zellen und Makrophagen CCL17 produzieren, um
CCR4-exprimierende NKT Zellen anzulocken, sodass diese aktiviert werden. Hierfiir misste die
Produktion von CCL17 in Makrophagen nach Infektion mit Listeria in den CCL17-
Reportermausen mittels FACS und auch histologisch, zur Identifizierung der Lokalisation von
Makrophagen und CCL17, untersucht werden. Eine funktionale CCR4 Expression auf NKT Zellen
der Maus konnte bisher nicht auf Proteinebene gezeigt werden. Allerdings zeigen Daten des
Immunological Genome Projects eine Expression auf mRNA Ebene von CCR4 auf
Vorlauferzellen von iNKT Zellen im Thymus sowie iNKT Zellen in der Milz (www.immgen.org).
Im Menschen konnte eine Expression von CCR4 in gesunden Probanden auf CD4" NKT Zellen
festgestellt werden (Thomas et al. 2003). Die Produktion von CCL17 dient in dem Modell des
alternativen Cross-Primings der Migration von CCR4-exprimierenden ZTL hin zu den bereits
lizensierten Dendritischen Zellen, um eine schnelle Aktivierung der zytotoxischen T Zellen zu
gewdhrleisten. In der vorliegenden Dissertation konnte mit den durchgefiihrten Experimenten
keine CCR4 Expression von naiven ZTL nach Listeria-Infektion festgestellt werden (siehe
Abb.3.8). Die erhobenen Parameter waren jedoch indirekter Natur, da eine direkte Farbung
von CCR4 aufgrund des Mangels eines funktionierenden CCR4 Farbereagenz nicht moglich ist.
Hierbei besteht die Moglichkeit, dass die fir die Analyse der CCR4 Expression mittels qPCR

verwendeten Primer nicht funktional waren, da sowohl in der Negativkontrolle mit CCR4-
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Defizienz als auch in der eigentlichen Untersuchungsprobe eine gleiche, starke Expression von
CCR4 mRNA festgestellt worden ist. Bei der Uberpriifung der Funktionalitit von CCR4 auf ZTL
konnte keine zielgerichtete Migration von CD8" T Zellen aus Listeria-infizierten Mausen auf
CCL17 hin ermittelt werden (siehe Abb.3.8). Allerdings hatte hier eine Positivkontrolle mit der
Injektion von aGC und OVA in WT OT-1 Mausen einen Hinweis auf die Funktionsfahigkeit des
experimentellen Setup liefern konnen. Die Expression von CCR4 auf zytotoxischen T Zellen
nach Infektion mit Listeria monocytogenes sollte bestmoglich durch einen direkten Beweis
geklart werden. Hierfiir konnten zum Beispiel eine CCR4-Reportermaus oder ein funktionaler
CCR4 Antikorper zum Einsatz kommen. In einem spateren Abschnitt wird die Rolle von CCL17
in der ZTL Generierung genauer besprochen. Zusammenfassend kann festgehalten werden,
dass CCL17 von Dendritischen Zellen nach einer Infektion mit Listeria monocytogenes in der

Milz produziert wird.

4.2 CCL17" Dendritische Zellen sind stirker aktiviert als CCL17” DZ

Es konnte im Rahmen dieser Arbeit ermittelt werden, dass nach einer Infektion mit dem
Pathogen Listeria monocytogenes CCL17 von Dendritischen Zellen produziert wird. Nun sollte
untersucht werden, ob die CCL17-sekretierenden DZ einen anderen Phanotyp aufweisen, als
Dendritische Zellen, die kein CCL17 sekretieren. Im Rahmen des alternativen Cross-Primings
zeigten von NKT Zellen lizensierte Dendritische Zellen eine verstdrkte Expression der
Oberflaichenmarker CD80 und CD86. Allerdings hatte CCL17 selbst keinen direkten Einfluss auf
eine verstarkte Aktivierung der DZ (Semmling et al. 2010). Davon ausgehend kann vermutet
werden, dass die CCL17-Produktion als Surrogatparameter fir die Lizensierung von DZ durch
NKT Zellen herangezogen werden kann. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden,
dass nach Infektion mit Listeria monocytogenes Dendritische Zellen, welche CCL17
produzieren, starker aktiviert sind, gemessen an den Aktivierungsmarkern CD86 und CD40, als
Dz, die kein CCL17 produzieren (siehe Abb.3.2). Die Analyse der beiden Subtypen von
Dendritischen Zellen in der Milz, CD8" und CD8 DZ zeigte, dass unter den CCL17-
produzierenden Dendritischen Zellen, CD8" DZ eine stirkere Expression an CD86 aufwiesen,
verglichen mit CD8 DZ. Ebenfalls waren CCL17-sekretierende Dendritische Zellen nach einer
Listerien-Infektion besser in der Lage, Antigen-spezifische naive CD8" T Zellen in einem in vitro
System zu aktivieren, als CCL17" DZ. Dies dulRerte sich in einer verstarkten Proliferation und

Expression des Aktivierungsmarkers CD25 der ZTL (siehe Abb.3.3). Es scheint also, dass die
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Produktion von CCL17 mit einem erhohten Aktivierungsstatus korreliert und diese DZ eine
dominante Funktion der T Zell Aktivierung gegeniiber nicht CCL17-produzierenden
Dendritischen Zellen einnehmen. Die Studie von Semmling (2010) (Semmling et al. 2010)
konnte zeigen, dass nur Dendritische Zellen CCL17 sekretieren, welche vorher physischen
Kontakt mit NKT Zellen hatten. Hier waren die Hauptproduzenten des Chemokins
kreuzprasentierende DZ, die nur eine effektive ZTL Antwort generieren konnten, wenn eine
gleichzeitige Antigen-Kreuzprasentation und CCL17 Produktion vorlagen. In der vorliegenden
Dissertation kann keine Aussage dariber getroffen werden, ob die CCL17-produzierenden DZ
gleichzeitig Antigen kreuzprasentieren und somit dem Modell in Semmling et al. entsprechen.
Daflir misste die CCL17-Expression in NKT Zell-defizienten Tieren untersucht werden. Es ist
bekannt, dass CD8" DZ der initiale Eintritts- und Replikationsort fiir Listerien sind (Neuenhahn
et al. 2006) und dass dieser Subtyp der Dendritischen Zellen die Fahigkeit besitzt, Antigen zu
kreuzprasentieren (Shortman and Naik 2007). Allerdings besteht die Moglichkeit, dass sowohl
exogen aufgenommenes Antigen von abgestorbenen Listerien-infizierten Zellen
kreuzprasentiert wird, als auch dass endogenes Antigen von DZ, welche selbst infiziert sind,
Uber den MHC-I Weg an ZTL prasentiert wird. Histologische Untersuchungen koénnten
Aufschluss dariiber geben, ob die CCL17-Produktion und die verstarkte Aktivierung mit der
Infektion derselben Zellen durch Listeria einhergeht. Es kann festgehalten werden, dass CCL17-
produzierende CD8" DZ besser ZTL Antworten in vitro generieren kdnnen und einen

verstarkten Aktivierungsstatus aufweisen.

4.3 Alternatives Cross-Priming besitzt keinen signifikanten Einfluss auf die

Generierung einer ZTL Antwort wahrend einer Listerien-Infektion

Die Rolle der Kreuzprdsentation in der Listerien-Infektion ist nicht abschlieBend geklart, da
Studien zeigten, dass in batf3'/'—Méusen (ohne CD8" DZ) eine robuste ZTL Antwort generiert
werden konnte, wenn Listerien-Mengen angepasst worden sind. Da sich in Abwesenheit von
CD8" DZ die Listerien weniger gut replizieren kdnnen, miissen hier mehr Listerien appliziert
werden, um gleich hohe Infektionsraten zu erzielen (Edelson et al. 2011). Dem entgegen steht
eine Untersuchung, welche zeigt, dass in XCR1-defizienten Mausen (ohne kreuzprasentierende
DZ) keine priméare T Zell Antwort trotz hoher bakterieller Last etabliert werden konnte (Crozat
et al. 2010). Vorarbeiten aus unserem Labor zeigten eine Reduktion der ZTL Antwort nach

Infektion mit Listeria monocytogenes in Mausen, denen das CCR4-CCL17-System oder NKT
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Zellen, beides sind essentielle Komponenten des alternativen Cross-Primings, fehlen. Im
Rahmen dieser Dissertation sollten diese Erkenntnisse weiter untersucht und aufgeschlisselt
werden, da sie eine physiologische Rolle fiir das alternative Cross-Priming aufzeigen kénnten.
In dieser Dissertation konnte keine verdanderte ZTL Antwort in Abwesenheit der verschiedenen
Chemokin-Komponenten festgestellt werden (siehe Abb.3.4). Sowohl in CCR4-, CCL17-, als
auch in CCR5-defizienten Mausen wurde weder eine Reduktion der ZTL noch der CD8" T Zell
IFNy Antwort ermittelt. Auch die Verwendung von Méausen defizient sowohl in CCL17 als auch
in CCR5 zum Ausschluss einer moglichen Redundanz der beiden Cross-Priming Systeme, ergab
keine Veranderungen in der ZTL und IFNy Antwort. Die Publikation von Semmling (2010)
(Semmling et al. 2010) konnte zeigen, dass Kreuzprasentation und CCL17-Produktion in der
gleichen DZ stattfinden missen, damit eine robuste ZTL Generierung zustande kommen kann.
Dies wurde ebenfalls in der vorliegenden Arbeit - wie zuvor durch die Verwendung von
gemischten Knochenmarkschiméaren - untersucht, wobei die DZ entweder kreuzprédsentieren
oder CCL17-sekretieren konnte, aber nicht beides gleichzeitig. Auch dies ergab keinerlei
Unterschiede zwischen Kontrolltieren und den untersuchten Chimaren (siehe Abb.3.5). Im
Ergebnis der Untersuchungen konnten die in unserem Labor vorher erhobenen Daten nicht
reproduziert werden, was verschiedene Griinde haben kdnnte: Zum Einen kann sich der
Immunstatus der Ma&use in den Tierhaltungsraumen verdndert haben. So besteht seit
Dezember 2013 in den Tierhaltungsraumen im Institut fiir Experimentelle Immunologie eine
Infektion mit dem murinen Norovirus. Allerdings ist nicht klar, ob alle Mause infiziert sind.
Ebenfalls wurde in den Jahren vor 2013 auf das Norovirus nicht getestet. Dementsprechend
kénnte auch vorher schon eine Infektion vorgelegen haben. Eine akute oder abklingende virale
Infektion kdnnte einen Einfluss auf eine sekunddre bakterielle Infektion besitzen. Es konnte
gezeigt werden, dass vor allem durch virale Infektionen wie LCMV, Influenza A oder HIV eine
erhohte Anfilligkeit fir sekundare bakterielle Infektionen provoziert wird (Mehta et al. 2015).
Dies sollte allerdings sowohl die WT als auch die in den Komponenten des alternativen Cross-
Primings defizienten Mause betreffen. Zum Anderen kann der Einsatz von verschiedenen WT
Mausen einen moéglichen Effekt maskieren. So konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass in
genetisch identischen WT Tieren aus dem HET oder von einem externen Zlichter (Janvier) nach
Lm-Infektion unterschiedlich viele Antigen-spezifische ZTL generiert werden (siehe Abb.3.4).
Hierbei konnte allerdings nur ein Trend festgestellt werden, da das Experiment nur ein Mal
durchgefihrt worden ist. Es ist bekannt, dass Versuchstiere trotz gleichen genetischen
Hintergrunds eine unterschiedliche Immunantwort generieren, was sich auf unterschiedliche
Mikrobiota zurickfihren lasst. Auf diesen Aspekt wird in einem spateren Abschnitt noch

genauer eingegangen. Insgesamt konnte kein statistisch signifikanter Unterschied in der
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Generierung Antigen-spezifischer ZTL oder der IFNy Produktion von CD8" T Zellen in der
Abwesenheit von Komponenten des alternativen Cross-Primings ermittelt werden.
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass CCL17 wahrend einer Infektion mit Listeria
monocytogenes sezerniert wird, die Abwesenheit dieser und anderer Komponenten des

alternativen Cross-Primings eine ZTL-Primarantwort jedoch nicht vermindert.

4.4 Die Abwesenheit von CCR4 verstarkt eine Gedachtnisantwort gegen Listeria

monocytogenes

Nach einer erfolgreich bekdmpften bakteriellen Infektionskrankheit bildet sich ein
immunologisches Gedachtnis aus, welches bei einem erneuten Auftreten der Krankheit eine
schnellere Eradikation des Pathogens ermdoglichen soll. Das immunologische Gedachtnis kann
mittels der Bildung langlebiger Antikérper und Antikorper-produzierender Zellen oder Zell-
vermittelt durch die Generierung von Gedachtnis T Zellen etabliert werden. Nur ein kleiner Teil
der in einer Immunantwort aktivierten CD8" T Zellen bildet sich tatsichlich zu Gedachtniszellen
aus (W. Cui and Kaech 2010). Somit kann zwischen kurzlebigen Effektorzellen und langlebigen
Gedachtniszellen unterschieden werden (Joshi and Kaech 2008). Eine Rolle von CCR4 in der
Migration von Gedachtniszellen konnte vor allem in Tyy-induzierten inflammatorischen
Umgebungen beobachtet werden. So ist CCR4 auf CD4" Gedichtniszellen exprimiert und spielt
eine Rolle bei der atopischen Dermatitis im Menschen (Nakatani et al. 2001), sowie bei Morbus
Crohn, bei dem die Expression von CCR4 auf Gedachtniszellen mit der Schwere der Krankheit
korrelierte (Jo et al. 2003). Wahrend einer entziindlichen Reaktion in der Haut konnte ermittelt
werden, dass CCR4 fiir die Migration von CD4" T Gedichtniszellen an den Ort der Inflammation
nach Stimulus durch IFNy, TNF oder TLR Agonisten verantwortlich war (Gehad et al. 2012).
Neben CD4" T Gedichtniszellen konnte eine CCR4 Expression auch auf humanen CD8" T
Gedachtniszellen festgestellt werden, wobei diese Zellen eine groRe Bandbreite an Ty;- und
Tyo-assoziierten Zytokinen wie IL-4, IL-2, INFy oder auch TNFa produzieren kénnen (Kondo and
Takiguchi 2009). In der vorliegenden Arbeit konnte ermittelt werden, dass nach einer
Sekundarinfektion mit dem Pathogen Listeria monocytogenes eine statistisch signifikant
verstarkte IFNy Produktion von ZTL in CCR4-defizienten Mausen verglichen mit WT und NKT
Zell-defizienten Mdusen vorhanden war (siehe Abb.3.6). Die prozentuale Menge an Antigen-
spezifischen ZTL nach Sekundarinfektion war in CCR4-defizienten Mausen ebenfalls erhoht,

verglichen mit WT Mausen, allerdings nicht statistisch signifikant. Es scheint, als ob CCR4 eine
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Rolle in Gedachtnisantworten einnimmt, aber keinen Einfluss auf die Prim&rantwort einer
Immunantwort besitzt. Es ware interessant zu untersuchen, ob die Unterschiede in der
Gedachtnisantwort durch veranderte Abldufe in der Primarantwort determiniert sind oder erst
in der Gedachtnisantwort ausgebildet werden. Aullerdem konnte gezeigt werden, dass in der
initialen Phase der Bekdampfung des Pathogens Listeria monocytogenes drei Tage nach
Infektion CCR4-defiziente Mause eine statistisch signifikant verstarkte bakterielle Last
aufwiesen, verglichen mit WT und CCL17-defizienten Mausen (siehe Abb.3.7). Diese erhohte
bakterielle Last kdnnte zu einer starkeren inflammatorischen Umgebung fiihren und somit zu
einer Entwicklung einer groReren Anzahl an Gedéachtniszellen beitragen. Allerdings liel§ sich an
Tag 56 nach Primérinfektion im Blut der infizierten Tiere keine vermehrte Anzahl an Antigen-
spezifischen Gedachtniszellen in CCR4-defizienten Tieren nachweisen (siehe Abb.3.6). Eine
Untersuchung der Funktionalitat dieser Gedachtniszellen und ihre Differenzierung hin zu TEM
(engl. T effector memory cells) bzw. TCM (engl. T central memory cells) konnte im Rahmen
dieser Arbeit nicht durchgefiihrt werden. In einer Infektion mit Mycobacterium bovis konnte
gezeigt werden, dass CCR4 eine wichtige Rolle in der innaten Funktion von NK Zellen spielt und
somit in der Abwesenheit von CCR4 eine verlangsamte bakterielle Klarung stattfand. Allerdings
wurde in diesem Modell ebenfalls ermittelt, dass CCR4-defiziente Mause in einer
Sekundarinfektion weniger IFNy-produzierende Tui-Zellen aufwiesen (Stolberg et al. 2011).
Eine weitere Studie mit Mycobacterium-Infektion bestatigte diese Ergebnisse (Freeman et al.
2006). Damit stehen die dort publizierten Ergebnisse im Widerspruch zu denen in der
vorliegenden Dissertation gefundenen Aussagen hinsichtlich ZTL in einer Lm-Infektion.
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass CCR4 eine Rolle in der Sekundarinfektion
mit dem Pathogen Listeria monocytogenes einnimmt und in Abwesenheit des Chemokins eine
verstarkte bakterielle Last in der initialen Phase der Infektion auftritt. Im Folgenden soll auf
diese initiale Phase der Infektion mit dem Pathogen Listeria monocytogenes eingegangen

werden.

4.5 NKT Zellen spielen eine wichtige Rolle in der Listerien-Infektion

In immunologischen Prozessen libernehmen NKT Zellen sowohl innate als auch adaptive
Aufgaben. Sie kénnen eine breite Anzahl an Selbst- und Fremdantigen erkennen und sind in
der Lage in kirzester Zeit Zytokine und Chemokine zu sekretieren (Bendelac, Savage, and

Teyton 2007). Die Rolle von NKT Zellen wahrend einer Listerien-Infektion ist bisher unklar. Die
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Verwendung eines CD1-blockierenden Antikdrpers verbesserte eine bestehende Listeriose,
was sich in vermehrtem Uberleben der behandelten mit nicht-behandelten Miusen
widerspiegelte (Szalay et al. 1999). CD1d-defiziente Mdause wiesen dagegen eine erhohte
bakterielle Last zwei Tage nach Infektion und Zeichen einer Immunpathologie auf
(Arrunategui-Correa and Kim 2004). In Ja18”-Mausen, welche defizient fir iNKT Zellen sind,
konnte eine verminderte Anzahl an Listerien vier Tage nach Infektion in Milz und Leber
nachgewiesen werden (Emoto et al. 2006). Im Gegensatz dazu steht eine Studie, welche zeigt,
dass in Ja18”-Mzusen sowohl in einer Primér- als auch Sekundérinfektion kein Unterschied
zwischen KO Mausen und heterozygoten Kontrollmausen vorhanden war (Ranson et al. 2005).
Somit sollte zu Beginn der Untersuchungen geklart werden, welche Rolle NKT und iNKT Zellen
in einer Infektion mit Listeria monocytogenes einnehmen und ob die Abwesenheit von allen
NKT Zellen (in CD1d-defizienten Mausen) oder nur von iNKT Zellen (in Jal8-defizienten
Mausen) einen Einfluss auf den Verlauf einer Listerien-Infektion besitzt. In der vorliegenden
Dissertation konnte gezeigt werden, dass NKT Zellen nach Infektion mit Listeria
monocytogenes aktiviert werden, was sich in einer starken Expression des Aktivierungsmarkers
CD69 und Produktion von IFNy sowohl in Milz als auch in Leber widerspiegelte (siehe Abb.3.9).
Obwohl die NKT Zellen aktiviert werden und somit anscheinend eine wichtige Rolle in der
Bekampfung der Infektion spielen, war die bakterielle Last drei Tage nach Infektion mit Listeria
im Vergleich von WT Mausen mit CD1d- oder Jal8-defizienten Mausen nicht unterschiedlich
(siehe Abb.3.10). Dementsprechend scheinen NKT Zellen in dem hier untersuchten System in
der Summe keinen Einfluss auf das bakterielle Wachstum bzw. die innate Klarung zu besitzen,
obwohl sie eine antimikrobielle Antwort durch IFNy-Produktion fordern. Allerdings muss
beachtet werden, dass es in einem durchgefiihrten Experiment (Daten hier nicht gezeigt) eine
erhohte bakterielle Last an Tag 3 in CD1d-KO Mausen verglichen mit WT-Mdausen gab. Als Mal}
fir den Einfluss von NKT Zellen auf die adaptive Immunantwort wurde die Generierung von
Antigen-spezifischen ZTL Antworten untersucht. Dabei konnte festgestellt werden, dass in
Abwesenheit von iNKT Zellen eine statistisch signifikant erhéhte Anzahl an ZTL - verglichen mit
CD1d-defizienten Mausen - vorlag (siehe Abb.3.10). Dies traf ebenfalls auf die Produktion von
IFNy bei der Untersuchung von CD8" T Zellen zu. Ein Trend in der Reduktion von ZTL Antworten
in CD1d-defizienten Mausen, verglichen mit WT Tieren, konnte ermittelt werden. Dieser war
allerdings nicht statistisch signifikant, wenn alle durchgefiihrten Experimente gemeinsam
betrachtet worden sind. Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass NKT Zellen durch
die Produktion von IFNy eine Rolle in der Listerien-Infektion spielen kénnen, ein Verlust von
NKT Zellen aber weder innate noch adaptive Immunantworten gegeniber einer WT Situation

verschlechterte. Die hier erhobenen Daten kénnen somit die publizierten Aussagen, dass die
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Abwesenheit von NKT Zellen einen Einfluss auf die bakterielle Klarung einer Listerien-Infektion
besitzt, nicht bestatigen. Allerdings muss bedacht werden, dass in der Studie von Arrunategui-
Correa (2004) (Arrunategui-Correa and Kim 2004) ein System der oralen Infektion mit Listeria
verwendet wird, was einen anderen Einfluss auf die bakterielle Last haben kann als die in
dieser Dissertation verwendete intravendse Infektionsroute. Der hier ermittelte Unterschied in
der Anzahl an ZTL und deren Menge produzierten IFNy zwischen NKT Zell- und iNKT Zell-
defizienten Mausen lasst die Spekulation zu, dass Typ Il NKT Zellen einen Einfluss auf die
adaptive Immunantwort nach einer Listerien-Infektion besitzen. Diese sind in Ja18-defizienten
Mausen anders als in CD1d-defizienten Mausen vorhanden, welche weder Typ | noch Typ Il
NKT Zellen besitzen. Erst kirzlich konnte gezeigt werden, dass Typ Il NKT Zellen durch aus
Listeria monocytogenes isolierte Lipidantigene (Phosphatidylglycerol und
Diphosphatidylglycerol) aktiviert werden, was bei Typ | NKT Zellen nicht der Fall war (B. J. Wolf
et al. 2015). Eine weitere Moglichkeit den bestehenden Unterschied zu erkléren, liegt in einer
unterschiedlichen Zusammensetzung der Mikrobiota beider NKT-Zell defizienter Maustypen.
Diese Variante wird spater noch ausfihrlicher diskutiert. Zusammenfassend kann festgehalten
werden, dass NKT Zellen durch die Produktion von IFNy und eine erhdohte Expression des
Aktivierungsmarkers CD69 eine Rolle in der Listerien-Infektion spielen kénnen, ein Verlust von
NKT Zellen aber weder innate noch adaptive Immunantworten gegeniber einer WT Situation

verschlechterte.

4.6 NK Zellen produzieren in Abwesenheit von CD1d mehr IFNy als in Anwesenheit

von Typ Il NKT Zellen

Da im vorangegangenen Abschnitt gezeigt wurde, dass NKT Zellen durch die Produktion von
IFNy antibakterielles Potential besitzen, dies sich aber nicht in einer starkeren bakteriellen Last
in Abwesenheit von NKT Zellen widerspiegelt, sollte untersucht werden, ob maoglicherweise
andere Zellen zu einer Bekampfung der Listeriose mit der Produktion von IFNy beitragen, wenn
NKT Zellen abwesend sind. In der innaten Immunabwehr gegen eine Infektion mit dem
Pathogen Listeria monocytogenes spielen NK Zellen, Neutrophile und Makrophagen eine
essentielle Rolle. Hierbei sorgen Neutrophile und Makrophagen durch Phagozytose fiir das
Abtoten von eindringenden Pathogenen (Conlan and North 1994; Czuprynski et al. 1994). Die
Produktion von IFNy ausgehend von NK Zellen aktiviert Makrophagen in ihrer Produktion von

ROS und NOS (Tripp, Wolf, and Unanue 1993; Stavru, Archambaud, and Cossart 2011). Es
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konnte bereits eine Rolle von NKT Zellen in der Aktivierung und Migration von NK Zellen
ermittelt werden. So fiihrt iNKT Zell-sekretiertes IFNy zur Rekrutierung von NK und CD8" T
Zellen in einem Tumormodell (Smyth et al. 2002). In verschiedenen Studien unter Verwendung
von aGC konnte ein Einfluss von NKT auf NK Zellen durch aktivierendes IFNy ausgehend von
NKT Zellen ermittelt werden (Carnaud et al. 1999; Eberl and MacDonald 2000). In einem
Modell einer viralen Infektion mit mCMV konnte wiederum gezeigt werden, dass NKT
Zellstimulierung zu der Generierung von hochfunktionalen NK Zellen fiihrt, gezeigt durch IFNy
Produktion und verstarkte Degranulation (Riese et al. 2015). Im Folgenden liegt der Fokus auf
einer statistisch signifikant vermehrten Produktion von IFNy durch NK Zellen, die in der
Abwesenheit von CD1d sowohl in Milz als auch in Leber - verglichen mit WT und Ja18”-
Mausen - detektiert wurde (siehe Abb.3.11). Dieser Effekt war sehr kurzlebig und nur am
ersten, nicht aber an den folgenden Tagen nach der Infektion nachweisbar. Allerdings ist
anzufiigen, dass die IFNy Produktion von NK Zellen 24 Stunden nach Infektion am groBten ist
(Humann et al. 2007). Dies lag weder an einer erhohten Anzahl an NK Zellen in CD1d-
defizienten Mausen noch an einer verstarkten bakteriellen Last einen Tag nach Infektion mit
dem Pathogen (siehe Abb.3.11 und 3.12). Neben einer verstarkten Produktion von IFNy konnte
ebenfalls eine erhohte Expression des Aktivierungsmarkers CD69 und des zytotoxischen
Markers Granzym B auf NK Zellen in CD1d-defizienten Mausen festgestellt werden (siehe
Abb.3.12). Die erhohte IFNy Produktion wurde mittels RT-PCR und Durchfiihrung eines
Luminex-Assays in Milzhomogenisat bestatigt (siehe Abb.3.13). In Folge ist die verstarkte IFNy
Produktion in CD1d-defizienten Mdusen in der Milz in der Summe erhdht und nicht nur Zell-
spezifisch. Es gibt mehrere Moglichkeiten, warum diese verstarkte Produktion von IFNy in der
Abwesenheit von Typ | und Typ Il NKT Zellen im Vergleich zur Abwesenheit von Typ | NKT
Zellen in Ja18”-Miusen stattfindet. So ist denkbar, dass NK Zellen die Abwesenheit von NKT
Zellen und damit eine verminderte Produktion von IFNy ausgleichen. Hierfliir ware eine
Depletion von NK Zellen in NKT Zell-defizienten Mausen und einer moglicherweise damit
einhergehenden verschlechterten bakteriellen Abwehr ein guter Nachweis fiir solch einen
Kompensationsmechanismus. In einer Chlamydien-Infektion wurde jedoch das Gegenteil
gezeigt. Hier produzierten NK Zellen weniger IFNy und exprimierten eine geringere Menge an
CD69 in Abwesenheit von NKT Zellen (Zhao et al. 2011). In einer Studie nach Pneumococcus-
Infektion konnten adhnliche Resultate wie in dieser Dissertation ermittelt werden. Nach
Blockade von CD1d durch einen Antikdrper konnte eine erhohte bakterielle Last und eine
erhohte Menge an IFNy im Serum und von Splenozyten festgestellt werden. Diese verstarkte
Produktion von IFNy wurde in der durchgefiihrten Studie aber nicht auf NK Zellen

zurlickgefuhrt (Christaki et al. 2015). Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass NK
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Zellen starker aktiviert waren, mehr IFNy produzierten und eine gesamt erhohte Menge an
IFNy in der Milz zu ermitteln war, wenn alle NKT Zellen fehlten verglichen mit der Abwesenheit

von Typ | NKT Zellen.

4.7 In Abwesenheit von CD1d sind DZ und Makrophagen starker aktiviert

Um zu ermitteln, warum NK Zellen in Abwesenheit von NKT Zellen einen starker aktivierten
Phanotyp aufzeigen, sollten Zellen untersucht werden, die fiir eine NK Zell Aktivierung in Frage
kommen und ob diese ebenfalls durch die Abwesenheit von CD1d beeinflusst sind. Es konnte
gezeigt werden, dass Dendritische Zellen und Makrophagen durch die Produktion von IL-12
und jeweils TNFa von Makrophagen sowie IL-18 von DZ NK Zellen in einer Listerien-Infektion
aktivieren kénnen (Tripp, Wolf, and Unanue 1993; Humann and Lenz 2010; Mitchell et al.
2011). Im Rahmen dieser Arbeit konnte ermittelt werden, dass einen Tag nach einer Listerien-
Infektion Dendritische Zellen und Makrophagen in CD1d”-Miusen einen erhéhten
Aktivierungsstatus aufwiesen, gemessen als vermehrte Expression der Oberflaichenmarker
CD80 und CD86 (siehe Abb.3.14 und 3.15). Ebenfalls ergab die Analyse der Sekretion
verschiedener Zytokine, dass im Milzhomogenisat IL-12 in gr6Beren Mengen in CD1d”-Méusen
vorhanden ist als in Ja18”-Miusen (siehe Abb.3.14). Dies konnte allerdings nicht auf zelluldrer
Ebene der Dendritischen Zellen festgestellt werden. Neben dem inflammatorischen Zytokin IL-
12 konnte auch eine erhdhte Sekretion von TNFa im Uberstand des Milzhomogenisats von
CD1d-defizienten verglichen mit Jal18-defizienten Mausen ermittelt werden (siehe Abb.3.15).
Es scheint, als ob Immunzellen, die in der Lage sind die Aktivierung von NK Zellen zu
stimulieren, ebenfalls einen erhéhten Aktivierungsstatus aufweisen. Eine Moglichkeit, dieses
Phanomen zu erkldaren, ware eine verminderte Anwesenheit von Regulatoren des
Immunsystems wie T, oder MDSCs in Abwesenheit von CD1d. Dies kénnte zur Folge haben,
dass das proinflammatorische Milieu verstarkt wird, wenn eine Regulation unterbunden wird.
Eine CD40- und CD1d-abhédngige Interaktion zwischen MDSCs und iNKT Zellen konnte in einer
Influenza A Infektion gefunden werden. Allerdings fiihrte dies in Abwesenheit von iNKT und
aller NKT Zellen gleichermalien zu einer Erhéhung der Anzahl an MDSCs (De Santo et al. 2008).
In der Leber von CD1d-defizienten Mausen wurde eine erhdhte Anzahl an T, gefunden und
diese waren weniger effektiv bei der Suppression von NKT Zell Proliferation (Hua et al. 2011).
Weder T, noch MDSCs waren in der Abwesenheit von CD1ld oder Jal8 in ihrem

Aktivierungsstatus verdndert (siehe Abb.3.16). Dies kann nicht als Erklarung fir den
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verstarkten proinflammatorischen Status in CD1d”-M3usen nach Infektion mit dem Pathogen
Listeria monocytogenes dienen. In der Summe konnte ermittelt werden, dass in der
Abwesenheit von allen NKT Zellen Makrophagen und DZ starker aktiviert waren verglichen mit
Zellen aus WT und Jal8/-Masusen und dies nicht durch eine erhéhte Aktivitit von

immunologischen Regulatoren wie Tgs 0der MDSCs zu erklaren war.

4.8 Co-Housing verhindert den erhdhten Aktivierungsstatus in CD1d”’-Méusen

In den letzten Jahren wurden neue Erkenntnisse zum Einfluss der Mikrobiota im
Gastrointestinaltrakt auf verschiedenste Immunzellen erzielt. Es konnte gezeigt werden, dass
die Lunge und der Gastrointestinaltrakt in Mdausen defizient fir CD1d starker mit dem
Bakterium  P.geruginosa besiedelt waren. Ebenfalls war eine unterschiedliche
Zusammensetzung der Mikrobiota im Rahmen dieser Publikation zwischen WT und CD1d-
defizienten Mausen festgestellt (Nieuwenhuis et al. 2009). Eine Studie bei HIV-infizierten
Patienten ergab eine erhdhte systemische Aktivierung des Immunsystems, nachdem CD4" NKT
Zellen im Gastrointestinaltrakt depletiert waren (lbarrondo et al. 2013). Nachdem in
Experimenten zu dieser Dissertation ein erhohter Aktivierungsstatus des Immunsystems in
Form von verstarkter NK Zell, Makrophagen und DZ Aktivierung in Abwesenheit von CD1d
verglichen mit Ja18”-Mésusen gezeigt wurde, sollte die Moglichkeit Gberpriift werden, ob eine
veranderte Mikrobiota diesen Phanotyp hervorruft. Zu der Interaktion zwischen Typ Il NKT
Zellen und der Mikrobiota liegen bislang noch keine Aussagen vor. Nach vier Wochen Co-
Housing sollte ein Angleichen der Mikrobiota zwischen den verschiedenen Genotypen
stattgefunden haben. Die Analyse der NK Zell Aktivierung, sowie der Aktivierung von
Dendritischen Zellen und Makrophagen ergab keinen Unterschied mehr zwischen Ja18"- und
CD1d”-Miusen nach Co-Housing (siehe Abb.3.17). Dies spricht fiir die Hypothese, dass
moglicherweise verschiedene Mikrobiota zwischen den beiden NKT-Zell defizienten Mausen
fir die verstarkte Aktivierung des Immunsystems in CD1d-defizienten Tieren zustdndig sind.
Der gleiche Phanotyp war allerdings auch in den sogenannten IEl-adaptierten Mausen zu
sehen. Diese Mause wurden ebenfalls vier Wochen vor dem durchzufiihrenden Experiment in
dem Institut fir Experimentelle Immunologie gehalten, allerdings in getrennten Kafigen. In
allen vorangegangenen Experimenten wurden die Tiere erst einen Tag vor Start des
Experiments in die Tierhaltung des IEls transferiert. Somit fehlt in diesem Versuch die wichtige

Kontrollgruppe, welche nur einen Tag vorher aus dem HET geholt wurde. Es ist beachtenswert,
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dass auch in den IEl-adaptierten Tieren solch ein unterschiedlicher Phdnotyp zu den
vorangegangenen Experimenten detektiert wurde. Grundlage dafiir kann sein, dass entweder
im HET ein anderer Immunstatus der Tiere vorliegt und somit Immunantworten anders
verlaufen oder die Tiere durch die vierwdchige Haltung im IEl aufgrund von verdnderten
Umgebungsbedingungen auch eine andersartige Mikrobiota entwickelt haben. Weiterhin ist
interessant zu beobachten, dass in der Abwesenheit von CD1d und Jal8 eine verschlechterte
innate Immunabwehr in Form von weniger stark aktivierten Immunzellen zu finden war. Dieses
Experiment sollte mit der wichtigen Kontrolle erneut durchgefiihrt werden, um eine
differenzierte Aussage treffen zu kénnen. Insgesamt kann festgehalten werden, dass durch Co-
Housing kein Unterschied im Aktivierungsstatus von NK Zellen, Makrophagen und DZ zwischen
CD1d- und Jal8-defizienten Mausen ermittelt werden konnte, weswegen ein Einfluss der
unterschiedlichen Mikrobiota beider Mausstdmme auf den Verlauf einer Immunantwort nach

Infektion mit Listeria monocytogenes denkbar ist.
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5. Zusammenfassung

Zytotoxische T Zellen sind essentiell an der Bekampfung und Eliminierung von Virus- infizierten
und Tumorzellen beteiligt. lhre zytotoxische Funktion muss strikt kontrolliert werden, da sie
sonst zu Immunpathologie fiihren kann. Die Kontrolle der Induktion einer ZTL Antwort kann
durch den Mechanismus des Cross-Primings erfolgen. Hier miissen APZ von CD4" T Helferzellen
unter anderem Uber Interaktion von CD40 und CD4O0L lizensiert werden. Diese Hilfsfunktion
kann von NKT Zellen Glbernommen werden und wird als alternatives Cross-Priming bezeichnet.
Die von DZ produzierten Chemokine wie CCL17 fiihren zu einer schnellen Migration von CCR4-
exprimierenden CD8" T Zellen hin zu den lizensierten DZ, dass zur Aktivierung ihrer
zytotoxischen Funktion fiihrt. In dieser Arbeit sollte die Bedeutung des alternativen Cross-
Primings in einer bakteriellen Infektion mit dem Pathogen Listeria monocytogenes untersucht
werden. Es konnte ermittelt werden, dass CCL17 nach einer bakteriellen Infektion von CD8*
Dendritischen Zellen in der Milz produziert wird und dass diese Zellen einen hdheren
Aktivierungsstatus aufwiesen. Sie waren ebenfalls in der Lage naive OT-1 CD8" T Zellen in vitro,
in einem groReren Male als CCL17-DZ, zu aktivieren. Dies fihrte allerdings nicht zu einer
reduzierten Anzahl an Antigen-spezifischen ZTL in CCR4- oder CCL17- defizienten Mausen. Ein
direkter Einfluss von alternativem Cross-Priming auf den Verlauf einer Listerien-Infektion
konnte nicht ermittelt werden. Weiterhin sollte die Rolle von NKT Zellen wdhrend einer
Infektion mit Listeria monocytogenes untersucht werden. NKT Zellen spielen eine
widersprichliche Rolle in einer Lm-Infektion und kénnen sowohl positiv als auch negativ auf
den Verlauf der Infektion einwirken. Es konnte gezeigt werden, dass in Abwesenheit von allen
NKT- Zellen eine verschlechterte ZTL Antwort verglichen mit iNKT Zell-defizienten Mausen
vorzufinden ist. In Abwesenheit von iNKT Zellen wiederum konnte ein verstarkter
Aktivierungsstatus des Immunsystems in Form verstarkter Expression von IFNy bei NK Zellen
und Aktivierungsmarkern bei NK Zellen, Dendritischen Zellen und Makrophagen ermittelt
werden. Nach dem Angleichen der Mikrobiota der iNKT oder NKT Zell- defizienten Mause
durch Co-Housing konnte kein Unterschied zwischen den untersuchten iNKT oder NKT Zell-
defizienten Méausen im Aktivierungszustand von NK Zellen, DZ oder Makrophagen festgestellt
werden. Diese Dissertation konnte zeigen, dass CCL17 wahrend einer Listerien-Infektion
produziert wird, alternatives Cross-Priming jedoch keinen entscheidenen Einfluss auf den
Verlauf der Infektion auszuliben scheint. Innate Immunzellen zeigen eine erhdhte Aktivierung

in der Abwesenheit von NKT Zellen verglichen mit iNKT Zell-defizienten Tieren.
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