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l. Einleitung

1.1 Apoptose

Apoptose ist eine physiologische Form des Zelltods: Hierbei werden nicht mehr
bendtigte oder gefahrliche Zellen beseitigt. Dieses ,Zell-Suizid“-Programm hat grofe
Bedeutung in der Embryonalentwicklung, fur das Immunsystem und in der Erhaltung
einer Gewebs- HomoOostase in multizellularen Organismen. Apoptose ist
gekennzeichnet durch eine charakteristische Morphologie und unterliegt komplexen
Regulationsmechanismen. Im folgenden Abschnitt soll ein kurzer Uberblick Uber die
morphologischen Veranderungen apoptotischer Zellen, die dabei ablaufenden
intrazellularen Signalkaskaden und insbesondere Apoptose als Antwort auf eine
Infektion mit Bakterien gegeben werden.

1.1.1 Morphologie der Apoptose

Apoptotische Zellen weisen ein einzigartige Morphologie auf (Hacker, 2000): Die
sterbende Zelle verliert den Kontakt zu Nachbarzellen und beginnt, Protrusionen der
Plasmamembran zu bilden. Dabei kommt es zu einem Verlust von Mikrovilli und Gap
junctions auf der Zelloberflache. Charakteristisch sind die Veranderungen des Kerns:
Es kommt zunachst zu einer Aggregation von kondensiertem Chromatin peripher an
der Kernmembran, dann schrumpft der Kern und wird in mehrere Teile fragmentiert.
Auf molekularer Ebene wird hierbei die DNA in 180-200 Basenpaar-Fragmente
zerteilt, die bei Elektrophorese zu dem typischen DNA-Leiterchen-Bild fuhren (Wyllie,
1987). Die Zelle schrumpft, bis sie schlieBlich in mehrere kleine apoptotische
Korperchen mit jedoch noch intakter umgebender Zellmembran zerfallt.
Mitochondrien, das endoplasmatische Retikulum und der Golgi Apparat erscheinen
jedoch zumindest in frihen Phasen der Apoptose noch unverandert.

Das sehr ahnliche Muster der morphologischen Veranderungen weist auf die genau
regulierten, seit langer Zeit konservierten molekularen Mechanismen der Apoptose
hin, die unter Benutzung des gleichen intrazellularen Apparats immer nach

denselben Mechanismen ablauft.

1.1.2 Mechanismen der Apoptose
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Die nun folgende sehr kurze Darstellung einiger Signaltransduktoren und
Regulationsmechanismen der Apoptose soll nur einen kleinen Einblick in die
komplexen Ablaufe des programmierten Zelltods geben.

Apoptose in Zellen von Saugetieren findet unter der Einwirkung von Caspasen, einer
Familie von Cystein-Proteasen, statt. Diese Enzyme weisen eine eindeutige
Homologie zu Genprodukten auf, die schon in dem Nematoden C. elegans an einem
genetisch kontrollierten Zelltodprogramm beteiligt sind (Thornberry and Lazebnik,
1998). Sie werden zunachst als inaktive Zymogene exprimiert. Bei Vertebraten
lassen sich Initiator-Caspasen und Effektor-Caspasen unterscheiden. Werden
Initiator-Caspasen (wie Caspase 8, 9 und 10), die am Anfang der Signalkaskade
stehen, durch Oligomerisation aktiviert, konnen sie Effektor-Caspasen (wie Caspase
3, 6 und 7) proteolytisch spalten und somit in eine aktive Form uberfihren (Denault
and Salvesen, 2002). Deren Aufgabe ist es nun, eine Reihe von zellularen
Substraten zu spalten und somit die charakteristischen biochemischen und
morphologischen Veranderungen einer apoptotischen Zelle einzuleiten.

Es gibt zwei verschiedene Wege, uber die Effektorcaspasen aktiviert werden kdnnen.
Der extrinsische, rezeptorvermittelte Weg wird Uber eine Bindung von zum Beispiel
FasLigand oder TNF an die entsprechenden membranstandigen Todesrezeptoren
eingeschlagen. Es kommt dabei intrazellular zu einer Bildung eines Signalkomplexes
(genannt DISC, death-induced signalling complex), in den Caspase 8 rekrutiert und
dabei aktiviert wird (Budihardjo et al., 1999). Caspase 8 spaltet dann die
Effektorcaspase 3.

Der intrinsische, mitochondriale Weg wird in verschiedenen intra- und extrazellularen
Stresssituationen aktiviert — so zum Beispiel Hypoxie, Wachstumsfaktor-Entzug oder
DNA-Schaden. Es kommt zur Freisetzung von Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien
ins Zytoplasma. Dort bildet es zusammen mit dem Adaptor APAF 1 (apoptotic
protease activating factor 1) und Caspase 9 einen Komplex, Apoptosom genannt, in
dem Caspase 9 aktiviert wird, die nun die Effektorcaspase 3 spaltet und dadurch
aktiviert (Budihardjo et al., 1999). Reguliert werden kann der intrinsische Weg auf der
Ebene oberhalb der Mitochondrien durch Proteine aus der Bcl-2-Familie. Hier gibt es
sowohl pro- als auch antiapoptotische Mitglieder, die die Freisetzung von Cytochrom
¢ beeinflussen (Cory and Adams, 2002).
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1.1.3 Bakterien-induzierte Apoptose

Auch im Rahmen einer Immunantwort bei bakteriellen Infektionen spielt der
apoptotische Zelltod eine Rolle. Bakterien werden effektiv von Makrophagen und
neutrophilen Granulozyten aufgenommen. Wahrend die meisten Bakterien in diesem
Prozess getotet werden, kdnnen manche fakultativ intrazellulare Bakterien wie zum
Beispiel Yersinia, Shigella und Salmonella innerhalb der Phagozyten Uberleben und
Apoptose induzieren (Navarre and Zychlinsky, 2000): Fur die Auslosung von
Apoptose in Makrophagen durch Yersinia sind dabei sezernierte Virulenzfaktoren
notwendig (Monack et al., 1997), Shigella induziert Apoptose in Makrophagen durch
Sekretion von bakteriellen Faktoren in das Zytosol (Chen et al., 1996). Doch auch
Bakterien wie Staphylococci, Streptococci und Escherichia coli, die nicht derartige
Virulenzfaktoren besitzen, kdnnen wohl Apoptose auslosen. Diese kommensalen
Bakterien, die opportunistische Infektionen verursachen kdnnen, besitzen zwar nicht
die Eigenschaft, nach Phagozytose weiterleben zu konnen, dennoch fuhrt deren
Aufnahme in einigen Fallen zum Tod der Phagozyten. So wurde zum Beispiel nach
Ingestion von E.coli-Bakterien in menschlichen neutrophilen Granulozyten Apoptose
induziert (Watson et al., 1996). In anderen Studien zeigte sich zwar in primaren
menschlichen Makrophagen nach Phagozytose von Bakterien eine erhohte
Apoptoserate, humane neutrophile Granulozyten wiesen dagegen sogar eine
verlangerte Lebensdauer auf (Baran et al., 1996).

In unserer Laborgruppe konnte nachgewiesen werden, dass RAW 264.7 Maus-
Makrophagen effizient E.coli-Bakterien aufnehmen und verdauen, im Anschluss an
diesen Prozess jedoch Caspase 9- und Caspase 3- abhangige Apoptose zeigen
(Hacker et al., 2002). In der hier vorliegenden Arbeit wird der Zelltod in Phagozyten
nach Aufnahme von E.coli Bakterien naher betrachtet. Neben der Apoptose gibt es
noch eine andere Form des Zelltodes, die auch in (patho-)physiologischen
Situationen immer mehr Aufmerksamkeit auf sich zieht: Die Nekrose.

1.2 Nekrose

Im Gegensatz zu dem seit langem konservierten, fein regulierten Prozess der
Apoptose, galt Nekrose lange Zeit als unregulierter passiver Ablauf einer
traumatischen Zelldestruktion. Neuere Erkenntnisse weisen darauf hin, dass die
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Regulationsmechanismen auf molekularer Ebene komplexer sind, als bisher
angenommen. Nekrotische Zellen unterscheiden sich in ihrer Morphologie, den
intrazellularen Ablaufen und den Konsequenzen fur den Organismus eindeutig von

apoptotischen Zellen.

1.2.1 Morphologie nekrotischer Zellen

Der nekrotische Zelltod ist gekennzeichnet durch ein Anschwellen der Zellen samt
ihrer Kerne. Dabei verliert die Zelle nicht nur die Integritat der Plasmamembran, auch
ihre  Organellen erfahren biochemische Veranderungen: Permeabilisation
beziehungsweise Ruptur von Membranen lassen sich auch hier finden (Syntichaki
and Tavernarakis, 2002). Mitochondrien, das endoplasmatische Retikulum und
Lysosomen scheinen dabei eine essentielle Rolle in der Kontrolle des nekrotischen
Zelltods zu spielen (Ferri and Kroemer, 2001). Lysosomen, die mehr als 80 Typen
hydrolytischer Enzyme besitzen, setzen diese wahrend nekrotischem Zelltod (etwa
bei Ischamie in Herz und Gehirn) ins Zytoplasma frei (Adamec et al., 2000). Aufgrund
der Zerstorung der Plasmamembran gelangen derartige intrazellulare Bestandteile
auch ins extrazellulare Milieu und konnen einen Entzundungsstimulus darstellen
(Guimaraes et al., 2004).

Eine Kondensation und gezielte Fragmentation des Kerns, wie sie bei apoptotischem
Zelltod beobachtet werden kann, findet sich in der Nekrose nicht. Wie die Zelle
schwillt hier auch der Kern an; nukleare DNA wird degradiert, dabei sind jedoch
wahrscheinlich andere DNAsen als in der Apoptose beteiligt (Tsukada et al., 2001).
Auf morphologischer Ebene kann somit der nekrotische Zelltod deutlich von der

Apoptose abgegrenzt werden.

1.2.2 Nekrose-Stimuli

Schon langere Zeit ist bekannt, dass eine schwerwiegende Veranderung der
physiologischen Konditionen zu nekrotischem Zelltod fuhrt. Dazu zahlen extreme
Temperaturanderungen, Hypoxie und Ischamie, Hypoglykamie, Exposition
gegenuber Giften oder reaktiven Sauerstoffmetaboliten und Nahrungsentzug
(Nicotera et al., 1999; Walker et al., 1988). In diesem Zusammenhang wurde die
Nekrose oft als unregulierte, passive Form des Zelltods mit schneller Disruption der
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Plasmamembran und Freisetzung intrazellularer Bestandteile angesehen. In den
letzten Jahren gibt es jedoch immer mehr Hinweise, dass der nekrotische Zelltod ein
regulierter Prozess ist, der durch verschiedene physiologische und pathologische
Stimuli aktiviert werden kann.

So konnte beobachtet werden, dass einige Bakterien und Viren in den infizierten
Zellen Nekrose induzieren konnen. Dazu zahlen die Bakterienspezies Shigella
flexneri (Francois et al., 2000), Salmonella typhi (Boise and Collins, 2001) und
Mpycobacterium avium (Ehlers et al., 1999) sowie das HI-Virus (Borthwick et al., 1999;
Plymale et al., 1999). Manche bakterielle Toxine (Dong et al., 1997; Warny et al.,
2000) und Bestandteile der Immunabwehr wie Komplement (Shimizu et al., 2000)
oder aktivierte natirliche Killerzellen (Blom et al., 1999) scheinen auszureichen, um
Nekrose zu induzieren. Auch spielt wohl in einigen neurodegenerativen Syndromen
und Krankheiten wie Morbus Alzheimer, Morbus Huntington, Morbus Parkinson,
amyotropher Lateralsklerose und Epilepsie der nekrotische Zelltod eine Rolle (Price
et al., 1998).

Doch tritt Nekrose nicht nur wahrend pathologischer Ereignisse, sondern auch in
physiologischen Prozessen auf. Wahrend der normalen Zellerneuerung im
Dunndarm tragt wohl Apoptose und Nekrose zum Zellverlust bei (Mayhew et al.,
1999), und auch im Dickdarm konnen unter physiologischen Bedingungen in Krypten
isolierte nekrotische Zellen gefunden werden (Barkla and Gibson, 1999). Zusammen
mit Apoptose tritt Nekrose auch in der Follikelreifung wahrend der Oogenese auf
(Murdoch, 1999).

Das Auftreten von Nekrose in diversen physiologischen und pathophysiologischen
Situationen unterstreicht die Bedeutung dieser Form des Zelltods.

1.2.3 Mechanismus der Nekrose

Die molekularen Ablaufe, die wahrend zellularer Nekrose stattfinden, sind noch bei
weitem nicht aufgeklart. Dennoch konnten einige Rezeptoren, Botenstoffe und
Exekutoren identifiziert werden, die in den Prozess der Nekrose integriert zu sein

scheinen.

1.2.3.1 Extrazellulare Mediatoren, Liganden und Rezeptoren
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Von Mitgliedern der TNF-Rezeptor-Familie ist bekannt, dass sie Apoptose initiieren
konnen. Jetzt konnte gezeigt werden, dass sowohl Fas und TRAIL (Holler et al.,
2000; Vercammen et al., 1998b) als auch TNF (Boone et al., 2000; Denecker et al.,
2001; Vercammen et al.,, 1997) auch Nekrose verursachen konnen. Fur den
Signaltransduktionsweg dieses Caspasen-unabhangigen Zelltods in aktivierten
primaren T-Zellen wird das Rezeptor-interagierende Protein RIP bendtigt (Holler et
al., 2000).

Zu den Rezeptoren, die im Prozess der Nekrose eine Rolle spielen, zahlt aulerdem
der Glutamatrezeptor. Abhangig vom Zelltyp und verschiedenen Rezeptoruntertypen
sterben die Zellen nach Rezeptoraktivierung entweder durch Apoptose oder durch
Nekrose (Nicotera and Lipton, 1999). Durch exogenes ATP oder auch Bakterien wie
Pseudomonas aeruginosa werden purinerge Rezeptoren wie der P2Z-Rezeptor
erregt, und Nekrose wird induziert (Schulze-Lohoff et al., 1998; Zaborina et al.,
2000). Viele der Rezeptoren konnen sowohl Apoptose als auch Nekrose einleiten.
Die Wahl des einen oder anderen Programms ist dabei wahrscheinlich abhangig vom
Typ und der Intensitat des Stimulus und der zellularen biochemischen Situation
(Proskuryakov et al., 2003).

1.2.3.2 lonen und Lipide

Kalzium-lonen gehoren zu den einflussreichsten Mediatoren des Zelltods. In
Versuchen von Yoshioka et al. konnten durch Entfernung von Kalzium aus dem
Medium die Zellen vor Nekrose durch Anoxie geschutzt werden (Yoshioka et al.,
2000). Durch oxidiertes LDL induzierte Nekrose kann durch Kalzium-Chelatoren
inhibiert werden (Meilhac et al.,, 1999; Tashiro et al., 1999). Eine erhohte
intrazellulare Kalziumkonzentration durch eine lonenkanalmutation in C. elegans
kann nekrotischen Zelltod initiieren (Xu et al., 2001). Ob die Kalzium-Konzentration
auch in anderen Fallen Einfluss auf den Zelltod durch Nekrose hat, muss noch
geklart werden.

1.2.3.3 PARP

Poly-ADP-Ribose-Polymerase (PARP) ist ein nukleares Enyzm, das nach massiven
DNA-Briichen aktiviert wird und durch Verbrauch von ATP fiir das Substrat NAD" zu
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Nekrose fuhren kann (Eliasson et al., 1997). Im Prozess der Apoptose dagegen wird
PARP normalerweise durch Caspasen inaktiviert. Eine Inhibition der PARP-Aktivitat

reduziert den nekrotischen und erhoht den apoptotischen Zelltod (Kim et al., 2000).

1.2.3.4 Redox-Signale

Im Rahmen der Immunabwehr oder anderen Stresssituationen kommt es zum
Beispiel in Makrophagen zu einer erhohten Produktion von Sauerstoffradikalen
(ROS, reactive oxyen species). Fallen die antioxidativen Abwehrsysteme aus, fuhren
diese stark toxischen Substanzen zum Zelltod: Sowohl Apoptose als auch Nekrose
wird durch Hydrogen Peroxid induziert (Hampton and Orrenius, 1997; Palomba et al.,
1999), verhindert werden kann dies in einigen Fallen durch Antioxidantien wie
Gluthathion oder N-Acetyl-Cystein (Blanco et al., 1995). In anderen Versuchen wurde
apoptotischer Zelltod nach Cadmium-, Cisplatin- und Melphalan-Behandlung durch
Inhibierung der Gluthathion-Synthese in Nekrose umgewandelt (Galan et al., 2000;
Troyano et al.,, 2001). Neben ROS ist Stickoxid (NO) ein haufiger Mediator
pathophysiologischer Prozesse. NO kann Apoptose durch Nitrosylierung von
Caspase 3 inhibieren (Mannick et al., 1999) und statt zu Apoptose bei Behandlung
mit Staurosporin, Ceramid, FAS und Retinoiden zu Nekrose flhren (Leist et al., 1999;
Melino et al., 2000).

1.2.3.5 Proteinkinasen

Einige Proteinkinasen, die beim apoptotischen Zelltod eine Rolle spielen, scheinen
auch am Prozess der Nekrose beteiligt zu sein. So fuhrt eine Inhibition der Jun N-
terminalen Kinase (JNK) aus der MAP-Kinasen-Familie (Gabai et al., 2000) und auch
der verwandten Stresskinase p38 (Ma et al., 1999; Sugino et al., 2000) in manchen
Fallen zu einer Verminderung des nekrotischen Zelltods. Andererseits konnte durch
Aktivierung der AKT-Kinase und der MAP-Kinase ERK (extracellular signal-regulated
kinase), die Zellen vor Stress-induzierter Apoptose beschutzen, auch nekrotischer
Zelltod verringert werden (Mochizuki et al., 2002; Punn et al., 2000; Yue et al., 2000).
Diese Versuche legen die Vermutung nahe, dass in einigen Fallen Kinasen mit zum
Teil proapoptotischer (JNK, p38) und antiapoptotischer (AKT, ERK) Wirkung eine
ahnliche Rolle in der Nekrose spielen.
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1.2.3.6 Proteine der Bcl-2-Familie

Auch Proteine der Bcl-2-Familie scheinen nicht nur den Zelltod durch Apoptose,
sondern auch den durch Nekrose zu beeinflussen. In einigen Studien konnte gezeigt
werden, dass Bcl-2 und Bcl-X. nicht nur Apoptose, sondern auch Nekrose inhibieren
(Brocheriou et al., 2000; Saldeen, 2000; Single et al., 2001). Es ist jedoch
anzumerken, dass der nekrotische Zelltod nicht in allen Fallen durch Proteine der
Bcl-2-Familie supprimierbar ist (Phillips et al., 2000; Virag and Szabo, 2000). Der
Mechanismus des teilweise antinekrotischen Effekts von Bcl-2 und Bcl-X, ist nicht
genau bekannt, vermutet wird aber eine Beteiligung an der Erhaltung der
mitochondrialen Integritat (Proskuryakov et al., 2003).

1.2.3.7 Hitze-Schock-Proteine

Auch Hitze-Schock-Proteine (HSP) kdnnen nicht nur Apoptose inhibieren (Jaattela,
1999), sondern auch Zellen vor Nekrose beschutzen, die durch oxidativen Stress
(Simon et al.,, 1995), NO (Bellmann et al., 1996) oder Ischamie / Reperfusion
(Plumier et al., 1995) ausgelost wurde. Wie genau dieser Schutz vor Nekrose
stattfindet, ist noch unklar, es gibt jedoch Hinweise dafur, dass Hitze-Schock-
Proteine die mitochondriale Funktion zu erhalten helfen (Burkart et al., 2000) —
wahrscheinlich nicht direkt, sondern Uber eine Reduzierung der Aktivitat von JNK und
p38 (Gabai et al., 2000). Doch es gibt auch gegenteilige Beobachtungen: Durch den
HSP-90 Inhibitor Geldanamycin konnen Jurkat-Zellen eine Resistenz gegenuber
Caspasen-unabhangigem, durch FasL induzierten Zelltod erlangen. Dies geschieht
wahrscheinlich durch eine assoziierte Degradation von RIP (Holler et al., 2000).

1.2.3.8 Mitochondrien

Mitochondrien nehmen somit eine SchlUsselstellung in der Entscheidung Uber das
Schicksal einer Zelle ein. Sie setzen nicht nur den bei der Apoptose wichtigen Faktor
Cytochrom c frei, sondern stellen auch die wichtigste Quelle von ATP dar. Ein
bestimmter Spiegel von ATP ist notwendig fur den Ablauf apoptotischer
Signaltransduktionswege, so ist es als Kofaktor wichtig bei der Apoptosombildung
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(Genini et al., 2000). Fallt die ATP-Menge unter einen kritischen Spiegel, kann dies
apoptotischen Zelltod in nekrotischen umwandeln oder spontan Nekrose induzieren;
auf manche Zellen hat die ATP-Depletion keinen Einfluss (Ubersicht in Kabakov and
Gabai, 1994). Neben ATP werden auch Sauerstoffradikale aus Mitochondrien
freigesetzt, was zur Initiation des Nekrose-Programms fuhren kann (siehe oben).

1.2.3.9 Proteasen

Im Exekutionsprogramm der Nekrose erfolgt schlieRlich eine Aktivierung von
Proteasen. Zu diesen Proteasen gehort Calpain, das durch erhdhte Kalzium-
Konzentrationen aktiviert wird und unter anderem zu einer Ruptur von Lysosomen
fihrt (Syntichaki and Tavernarakis, 2002). Inhibition von Calpain unterdriickt Ca** -
induzierte Nekrose von Neuronen (Lankiewicz et al., 2000; Zhao et al., 1999). Eine
Cystein Protease, die zum Beispiel nach Calpain-Aktivierung aus Lysosomen
freigesetzt wird, ist das Cathepsin B. Es scheint eine Rolle bei dem TNF-induzierten
Zelltod in Hepatozyten nach Ischamie und Reperfusion zu spielen (Kohli et al., 1999).

Auch wenn bereits ein Teil der doch sehr komplexen Mechanismen und
Regulationsmoglichkeiten der Nekrose beschrieben werden konnte, mussen
sicherlich noch genauere Einsichten in das ,Programm® der Nekrose gewonnen
werden. In dieser Arbeit wird der nekrotische Zelltod in Phagozyten nach Aufnahme
von E.coli Bakterien genauer charakterisiert, dabei werden Einsichten in den Prozess

der Bakterien-induzierten Nekrose gewonnen.
2. Phagozytose apoptotischer und nekrotischer Zellen

Wahrend der Embryonalentwicklung oder im Rahmen der normalen Zellerneuerung
der verschiedenen Gewebe fallt eine grol3e Anzahl an Zellen an, die vom Korper sehr
effizient entfernt werden. Eine komplette Erneuerung aller im Blut zirkulierenden
Neutrophilen erfolgt zum Beispiel zweieinhalb mal pro Tag (Wintrobe, 1983). Es ist
dabei wichtig, dass eine effektive Aufnahme von apoptotischen Zellen stattfindet,
bevor die sterbenden Zellen lysieren oder sekundarer Nekrose unterliegen. Dies hat
zur Folge, dass moglicherweise inflammatorisch wirkende Bestandteile aus dem

Inneren der Zellen nicht freigesetzt werden (siehe Punkt 3.2.2).
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2.1 Mechanismen der Phagozytose

Der genaue Mechanismus der Aufnahme toter, vor allem apoptotischer Zellen ist
Gegenstand aktueller Forschung. Eine gro3e Anzahl von moglichen Signalen auf
apoptotischen Zellen und Rezeptoren auf Phagozyten, die zumindest in vitro eine
Rolle spielen, ist bereits identifiziert worden. Hier sollen zwei Aufnahmemechanismen
genauer betrachtet werden: Die Beteiligung einer Phosphatidylserin-Expression und
einer Opsonisierung mit Kollektinen an der Aufnahme sterbender Zellen. Interessant
erscheint ein derartiger Vergleich, weil diese beiden Wege der Aufnahme
moglicherweise  verschiedene Konsequenzen fur die Entwicklung oder

Unterdruckung einer potentiellen Immunantwort haben.

2.1.1 Externalisation von Phosphatidylserin und Aufnahme durch den

Phosphatidylserinrezeptor: ein nicht-immunogener Prozess?

Wie konnen Phagozyten apoptotische von intakten Zellen unterscheiden? Eine
wichtige Veranderung, die im Rahmen des programmierten Zelltodes zu einem
frihen Zeitpunkt auftritt, ist ein Verlust der Asymmetrie der Phospholipidverteilung in
der Plasmamembran. Einige Phospholipide wie Phosphatidylserin (PS) und zum Teil
auch Phosphatidylethanolamin und Phosphatidylcholin befinden sich in lebenden
Zellen vor allem auf der dem Zytoplasma zugewandten Seite der Plasmamembran-
Doppelschicht (Fadok et al., 1998). Diese Asymmetrie wird durch zwei verschiedene
Mechanismen aufrechterhalten: Zum einen scheint eine Aminophospholipid-
Translokase zu existieren (Bevers et al., 1999; Daleke and Lyles, 2000; Fadok et al.,
2001b), eine Magnesium-abhangige ATPase. Diese Translokase transportiert
Phosphatidylserin, das die AuRenseite der Plasmamembran erreicht hat, zurtick nach
innen. Zusatzlich konnte ein nicht-lipid-spezifische ,Phospholipid-Skramblase®
identifiziert werden. Durch sie werden Phospholipide in beiden Richtungen uber die
Membran transportiert, was die Oberflachenexpression von Phosphatidylserin erhoht
(Sims and Wiedmer, 2001). Im Prozess der Apoptose nun findet eine
Aktivitatsanderung dieser Transporter statt: Die Aminophospholipid-Translokase wird
— wahrscheinlich zum Teil durch eine erhohte intrazellulare Calcium- und verminderte
ATP-Konzentration (Bratton et al., 1997; Verhoven et al., 1999) — inaktiviert. Die
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Skramblase dagegen erfahrt eine Aktivierung: Dies geschieht wohl nach einer
Spaltung und gleichzeitigen Aktivierung der ProteinKinase Cd durch Caspase 3
(Frasch et al., 2000), aber auch die intrazellulare Calcium-Konzentration mag hier
wieder eine Rolle spielen (Sims and Wiedmer, 2001). Fur ein effizientes
Funktionieren der Phospholipid Skramblase scheint noch weitere Hilfe notig zu sein.
Diese wird durch ABC1 Transporter bereitgestellt. Eine Zerstérung der Gene fur
diese Transporter bewirkt nicht nur ein vermindertes Ausmal} an Phosphatidylserin-
Exposition wahrend Apoptose (Hamon et al., 2000; Marguet et al., 1999) sondern
behindert auch die Aufnahme der so modifizierten apoptischen Zellen durch
Phagozyten (Wu and Horvitz, 1998).

Zahlreiche Zelloberflachen- oder uberbrickende Molekule kdnnen an exponiertes
Phosphatidylserin binden: Dazu zahlen unter anderem die Rezeptoren CD36 (Ren et
al., 1995), CD68 (Sambrano and Steinberg, 1995), CD14 (Devitt et al., 1998) und
LOX-1 (Oka et al., 1998). Den bedeutendsten und weitverbreitesten Bindungspartner
stellt jedoch wohl der Phosphatidylserin-Rezeptor (PSR) dar. Dieser Rezeptor wird
von allen Zellen exprimiert, die die Fahigkeit besitzen, apoptotische Zellen
aufzunehmen: Makrophagen, dendritische Zellen (Fadok et al., 2001b), Fibroblasten,
Epithelzellen und Endothelzellen (Fadok et al., 2000). Wenn er in Lymphozyten, die
diesen Rezeptor normalerweise nicht besitzen, exprimiert wird, erlangen diese
dadurch die Fahigkeit, apoptotische Zellen aufzunehmen. Weiterhin finden sich
Homologe in C. elegans und Drosophila melanogaster (Fadok et al., 2000). Die
Bedeutung dieses Rezeptors und seines Liganden wird in Versuchen deutlich, in
denen durch Blockierung der PS-Expression oder des PSR die Aufnahme
apoptotischer Zellen fast vollstandig behindert werden konnte (Fadok et al., 2000;
Fadok et al, 2001c; Krahling et al, 1999). Mause, die keine
Phosphatidylserinrezeptoren exprimieren, haufen apoptotische Zellen zum Beispiel in
der Lunge und im Gehirn an, was zu abnormer Entwicklung dieser Organe und
neonataler Letalitat fahrt (Li et al., 2003).

Diese Ergebnisse mussen jedoch kritisch betrachtet werden: In Versuchen von Bose
et al. konnte eine Beteiligung des als PS-Rezeptor identifizierten Gens an der
Phagozytose apoptotischer Zellen durch Makrophagen nicht bestatigt werden. Diese
Arbeitsgruppe beobachtete, dass das Gen jedoch wichtig fur die Regulation der
Zytokinproduktion in Makrophagen ist und es bei Ausschaltung des
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Gens zu einer Storung der Entwicklung und Differenzierung verschiedener Organe
wahrend der Embryonalentwicklung kommt (Bose et al., 2004). Eine endgultige
Klarung dieses Sachverhalts steht noch aus.

Doch welche Auswirkung hat die Prasenz von Phosphatidylserin auf das
Immunsystem? In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass es bei
Kontakt zu Phosphatidylserin prasentierenden Zellen zu einer Gegenregulation einer
Entzindungsreaktion kommt. So fuhrte der Kontakt von Makrophagen mit
apoptotischen, PS exprimierenden Zellen oder Liposomen, die PS enthielten, sowohl
in vitro als auch in vivo zu einer vermehrten Sekretion des antiinflammatorisch
wirksamen TGF( und zu einer Suppression der TNF Produktion nach Stimulation
durch LPS (Fadok et al., 2000; Huynh et al., 2002). Neben der Unterdrickung einer
Immunantwort durch TGF( scheinen auch andere antiinflammatorische Mediatoren
wie Prostaglandin E2 und Interleukin 10 hier eine Rolle zu spielen (Fadok et al.,
2001a; Fadok et al., 1998). Auch bei dendritischen Zellen gibt es Hinweise darauf,
dass PSR-Ligation eine Suppression der Reifung und Antigenprasentation bewirkt
(Henson et al.,, 2001). SchlieBlich konnte auch in vivo eine Erhohung der
Immunogenitat apoptotischer T-Zellen durch Blockierung von Phosphatidylserin
durch Annexin V beobachtet werden (Stach et al., 2000).

Eine Exposition von Phosphatidylserin spielt somit wahrscheinlich nicht nur in der
Aufnahme apoptotischer Zellen sondern auch in der Blockierung einer Entzindung

und einer konsekutiven Immunantwort eine herausragende Rolle.

2.1.2 Beteiligung von Kollektinen und Komplement an der Opsonisierung und

Aufnahme toter Zellen — ein immunogener Prozess?

Zu den Prozessen, die sich auf der Oberflache apoptotischer Zellen abspielen,
gehoren auch die Veranderungen von Membran-Carbohydraten wie eine erhdhte
Expression von Fucose und N-acetyl-glucsoamin (Nauta et al., 2003a). Die
Beteiligung von Carbohydrat-bindenden Lektinen an der Aufnahme apoptotischer
Zellen wurde schon langer vermutet (Duvall et al., 1985), in aktuellen Studien konnte
nun eine derartige Mitwirkung sowohl der Kollektine Mannose-bindendes-Lektin
(MBL), Surfactant Protein A (SP-A) und D (SP-D) als auch des Kollektin-ahnlichen
Komplementbestandteils C1q nachgewiesen werden (Nauta et al., 2003a; Nauta et
al., 2002; Ogden et al., 2001; Schagat et al., 2001).
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Uber den genauen Bindungsmechanismus an die apoptotischen Zellen herrscht noch
keine Klarheit, es scheint jedoch eindeutige Unterschiede zu geben: Wahrend MBL
uber seine Lektin-Domane an apoptotische Zellen gekoppelt wird (Nauta et al.,
2003b), bindet SP-A wohl unabhangig von der Lektin-Domane (Schagat et al., 2001).
C1q kann sowohl direkt als auch Uber verschiedene Intermediate wie zum Beispiel
zellgebundenes IgG und IgM an apoptotische Zellen gekoppelt werden (Ubersicht in
Roos et al., 2004).

Auf Seite der Phagozyten haben SP-A, SP-D und C1qg jedoch wahrscheinlich einen
gemeinsamen Bindungspartner: Der a2-Makroglobulin-Rezeptor CD91, der sich auf
der Oberflache von Phagozyten wie Makrophagen und dendritischen Zellen befindet
(Basu et al., 2000).

Zu diesem Zeitpunkt taucht wieder die Frage auf, was fur eine Konsequenz eine
Aufnahme apoptotischer Zellen Uber diesen Mechanismus fur die Phagozyten hat.
Relevant erscheint in diesem Zusammenhang die Beobachtung, dass CD91 auch
einen Rezeptor fur Hitze-Schock-Proteine (im Besonderen HSPgp96, HSP90 und
HSP70) darstellt (Basu et al., 2001; Binder et al., 2000). Diese Proteine befinden sich
intrazellular, werden unter bestimmten Umstanden aus sterbenden Zellen freigesetzt
und stellen einen starken Entzundungsstimulus fur aufnehmende dendritische Zellen
dar (Basu et al., 2000). Einen weiteren Hinweis darauf, dass eine Beteiligung des
CD91-Rezeptors eher fur eine immunstimulatorische Reaktion spricht, liefert die
Beobachtung, dass die Bindung von C1q und MBL an sterbende Zellen (im
Gegensatz zur Ligation des PSR) wohl eher zu einem spateren Zeitpunkt im Prozess
der Apoptose stattfindet: Die Bindungsaffinitat von C1q ist zu spat-apoptotischen
Zellen viel starker als zu frih-apoptotischen (Nauta et al., 2002), MBL wird sogar nur
an Zellen mit fortgeschrittenen Apoptose-Zeichen gekoppelt (Nauta et al., 2003b). Zu
diesem Zeitpunkt kann eine Integritat der Plasmamembran nicht mehr garantiert
werden. Aullerdem binden beide Molekule auch an nekrotische Zellen (Nauta et al.,
2003b; Roos et al, 2004), die allgemeinhin eher als Initiatoren einer
Entzindungsreaktion angesehen werden (siehe Punkt 3.2.2).

Dennoch gibt es auch gegenteilige Beobachtungen. Zwar erwies sich die Interaktion
von SP-A und C1q mit CD91 als proinflammatorisch (Gardai et al., 2003),
apoptotische Zellen opsoniert mit CRP und Komplement fuhrten jedoch zu einer
vermehrten Produktion des antiinflammatorischen Zytokins TGFB in Makrophagen
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(Gershov et al., 2000). Eine eindeutige Klarung der Bedeutung einer CD91-Ligation

fur die Initiation einer Immunantwort steht somit noch aus.

2.1.3 Weitere Liganden und Rezeptoren fiir die Aufnahme apoptotischer Zellen

Eine Reihe von weiteren Rezeptoren und Liganden scheinen an der Aufnahme
apoptotischer und nekrotischer Zellen beteiligt zu sein. Zu diesen zahlen
Integrinrezeptoren wie der avpB5-Rezeptor auf dendritischen Zellen (Albert et al.,
2000; Albert et al., 1998b) und der avB3 Vitronectin-Rezpeptor auf der Oberflache
von Makrophagen, der zusammen mit CD36 Uber Thrombospondin als
Brickenmolekul an apoptotische Zellen bindet (Savill and Fadok, 2000). Neben
Thrombospondin kann auch der Wachstumsfaktor MFG-E8 den avpB3-Rezeptor mit
apoptotischen Zellen verbinden, der Bindungspartner auf der Seite der toten Zelle
scheint Phosphatidylserin zu sein (Hanayama et al., 2002; Miyasaka et al., 2004).
Weitere Bruckenmolekule zwischen Phagozyt und Zielzelle stellen vermutlich das
Glykoprotein B2GP1 (Balasubramanian et al., 1997) und das Produkt des
Wachstums-Arrest-spezifischen Gens 6 (gas6), das vermutlich an die Rezeptor
Tyrosinkinase MER bindet (Ishimoto et al., 2000; Nakano et al., 1997), dar. Ahnlich
wie Komplementbestandteile konne auch die Pentraxine SAP, CRP und PTX3 an
apoptotische Zellen binden und Impulse zur Aufnahme dieser Zellen geben (Nauta et
al., 2003a). Weitere Rezeptoren auf Seite der Phagozyten, die vermutlich zur
Erkennung apoptotischer Zellen beitragen, sind Scavenger Rezeptoren der Klasse A
und B, Rezeptoren fur oxidiertes LDL wie CD68 und LOX-1 und der Endotoxin-
Rezeptor CD14, der unter anderem veranderte ICAM-3-Domanen auf apoptotischen
Zellen erkennt (Fadok et al., 2001b).

Die Liste dieser in die Aufnahme toter Zellen verwickelter Molekule ist sicherlich
unvollstandig, Ergebnisse in diesem Gebiet fuhren in immer neue Richtungen und
weisen auf ein komplexes Netzwerk mit zahlreichen Bestandteilen hin. Die Frage,
welche Rezeptoren und Liganden fur eine in vivo Beseitigung apoptotischer Zellen
wirklich notwendig sind, darf deshalb nicht aus den Augen verloren werden.

2.2 Bedeutung der Aufnahme toter Zellen durch professionelle Phagozyten
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Die Aufnahme apoptotischer Zellen durch Phagozyten dient nicht nur dazu, sie
einfach aus den verschiedenen Geweben zu entfernen. Die professionellen
Phagozyten besitzen mehr als nur eine derartige ,Reinigungsfunktion®:

Zum einen soll durch eine frihe Aufnahme apoptotischer Zellen verhindert werden,
dass intrazellulares Material (zum Beispiel durch sekundare Nekrose, siehe Nauta et
al., 2003a) unkontrolliert freigesetzt wird. Derartige Faktoren konnten eine
Entzindungsreaktion unterhalten (siehe Punkt 3.2.2), die im Rahmen der normalen
Zellerneuerung in den verschiedenen Geweben unerwunscht ist. Wird durch
Anwendung eines anti-Fas-Antikorpers in Mausen massiv Apoptose induziert und die
Kapazitat zur Beseitigung dieser Zellen vermutlich dadurch Uberschritten, resultiert
dies in einer Freisetzung inflammatorischer und toxischer Inhalte, die =zu
schwerwiegenden Gewebsschaden fuhren (Ogasawara et al., 1993).

Viele Autoren nehmen an, dass apoptotische Zellen eine Quelle von Autoantigenen
und somit Verursacher von Autoimmunkrankheiten darstellen. Durch aktive Spaltung
von Proteinen konnten dabei in apoptotischen Zellen Neo-Autoantigene entstehen
(Casciola Rosen et al., 1995; Casciola-Rosen et al., 1994; Casiano et al., 1996).
Gestlutzt wird diese These durch Beobachtungen, dass Menschen, die den
Komplementbestandteil C1q, der wichtig fur die Aufnahme apoptotischer Zellen ist
(siehe Punkt 2.1.2), nicht exprimieren konnen, zu 95% die Autoimmunkrankheit
Systemischer Lupus erythematodes (SLE) entwickeln (Bowness et al., 1994). C1qg-
defiziente Mause weisen multiple apoptotische Korperchen in der Niere auf und
entwickeln sowohl Autoantikorper als auch eine Nierenfunktionsstérung, die der einer
SLE-Erkrankung ahnelt (Botto et al., 1998). Weiterhin wurde beobachtet, dass
Mause, die mit einer grolen Zahl von apoptotischen Thymozyten immunisiert
wurden, mit der Produktion von AutoantikGrpern begannen (Mevorach et al., 1998).
Eine schnelle und effiziente Beseitigung apoptotischer Zellen tragt somit
wahrscheinlich zur Vermeidung einer Entstehung von Autoimmunkrankheiten bei.

In unserem Modell konnte eine derartig schnelle Aufnahme jedoch noch einen
weiteren Effekt haben. So konnte Antigen, das sich in den toten, aufzunehmenden
Zellen befindet, unter bestimmten Umstanden dazu verwendet werden, eine
spezifische Immunantwort gegen dieses Antigen zu induzieren. Dies ware sogar ein
erwunschter Effekt, wenn es sich, wie in unserem Fall, um bakterielle Antigene
handelt, die assoziiert sind mit Zelltod in den primar aufnehmenden Phagozyten. In

diesem Zusammenhang ist es sinnvoll, den Blick auf einen Zelltyp zu wenden, der
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sowohl tote Zellen effektiv aufnehmen als auch in der Funktion als
antigenprasentierende Zelle eine Immunantwort induzieren kann: Dendritische Zellen
(DC).

3. Dendritische Zellen - Schlusselstellen in der Entwicklung einer

Immunantwort

Dendritische Zellen haben die Fahigkeit, sowohl B- als auch T-Lymphozyten im
Rahmen einer Immunantwort zu stimulieren. Wahrend B-Zellen mit Hilfe ihrer B-Zell-
Rezeptoren Antigene direkt erkennen konnen, sind T-Zellen auf eine Prozessierung
und Prasentation dieser Antigene durch antigenprasentierende Zellen, zu denen die
dendritischen Zellen gehoren, angewiesen. Eine derartige Prasentation erfolgt auf
Peptid-bindenden  Proteinen auf der Oberflache der Zellen: Major-
Histokompatibilitats-Komplex (MHC) der Klasse | und Il

Hier werden Antigene unterschiedlicher Herkunft prasentiert: Auf MHC der Klasse I
erscheinen dabei extrazellulare Antigene, die — meist Uber den Prozess der
Endozytose — Zugang ins Innere der antigenprasentierenden Zellen bekommen
haben. Erkannt werden diese MHC |l — Peptid — Komplexe von T-Helfer-Zellen (CD4-
T-Zellen), die eher immunregulatorische Aufgaben haben. Zytotoxische T-
Lymphozyten (CD8-T-Zellen) dagegen, die Effektoren des Immunsystems darstellen
und Zielzellen aktiv lysieren, besitzen Rezeptoren, die Peptide in Verbindung mit
MHC der Klasse | erkennen konnen. Es sind zwei Mechanismen beschrieben, wie
dendritische Zellen Antigen in diesen Prasentationsweg einschleusen konnen: Zum
einen binden intrazellulare Antigene nach zytosolischer Prozessierung an MHC der
Klasse |. Dies gilt sowohl fur primar zytosolische Antigene als auch fur Genmaterial,
das durch Virusinfektion oder Transfektion mit DNA in den Zellen exprimiert wird
(Heath et al., 2004). Dies stellt die ,klassische®, direkte Methode der MHC | —
Prasentation dar. Dendritische Zellen besitzen jedoch die Fahigkeit, auch exogene
Antigene nach Internalisation und Aufbereitung auf MHC | an ihrer Oberflache zu
verankern. Diese Form der Antigenprasentation wird als Kreuz-Prasentation

bezeichnet.

3.1 Dendritische Zellen und ihre Fahigkeit zur Kreuz-Prasentation
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3.1.1 Aufnahme von Antigenen zur Kreuz-Prasentation

Dendritische Zellen, die sich in peripheren Geweben aufhalten, besitzen eine hohe
Potenz, exogene Antigene aufzunehmen. Diese Internalisierung kann Uber
verschiedene Prozesse geschehen und hangt von der Beschaffenheit des Antigens
ab (Brode and Macary, 2004): So wird I6sliches Antigen auf dem Weg der Pinozytose
zusammen mit extrazellularer Flussigkeit in neugebildete Endosomen aufgenommen.
In dem Mechanismus der Endozytose werden nach Invagination der
Plasmamembran Vesikel von einer Grofle von 150-200 nm gebildet. Kleine
partikulare Antigene induzieren diesen Prozess Uber eine Bindung an spezifische
Oberflachenrezeptoren (Mellman, 1996). Uber den Weg der Phagozytose schlieBlich
konnen gro3e Partikel wie apoptotische und nekrotische Zellen oder Bakterien
internalisiert werden. Dies geschieht in 3 Stufen: Die Partikel werden Uuber
Oberflachenrezeptoren (siehe Punkt 2.1) an die Phagozyten gebunden, durch
Invagination der Plasmamembran aufgenommen und in den so gebildeten
Phagosomen weiterverarbeitet. In in vitro Untersuchungen gibt es Hinweise dafur,
dass auch uber die Aufnahme von antigenprasentierenden Vesikeln, genannt
Exosomen (Zitvogel et al., 1998), oder uUber den Transfer von Hitze-Schock-
Proteinen (Srivastava, 2002) Antigene zur Kreuz-Prasentation eingeschleust werden.
Sogar lebendes zellulares Material soll zwischen anderen Zellen und dendritischen
Zellen zur Kreuz-Prasentation transferiert werden konnen (Harshyne et al., 2001;
Harshyne et al., 2003).

Auf diese verschiedenen Art und Weisen konnen dendritische Zellen sowohl
Immunkomplexe (den Haan and Bevan, 2002) und |0sliche Proteine (Pooley et al.,
2001) als auch zellulare Antigene (Ramirez and Sigal, 2002) samt intrazellularen
Bakterien (Pfeifer et al., 1993) und Parasiten (Belkaid et al., 2002) aufnehmen und

nach Prozessierung kreuz-prasentieren.

3.1.2 Mechanismus der Kreuz-Prasentation

Der genaue Mechanismus der Kreuz-Prasentation ist Gegenstand aktueller
Forschung. Neuere Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Fusion von Phagosomen
samt aufgenommenes Antigenmaterial mit Vesikeln aus dem Endoplasmatischen

Retikulum (ER) den Beginn dieses alternativen Prasentationsweges darstellt
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(Guermonprez et al., 2003; Houde et al., 2003). Diese neugebildeten Kompartimente
enthalten sowohl MHC Klasse | Molekule als auch samtliche Instrumente, die zur
Beladung dieser Oberflachenmolekule notwendig sind: Transporter, die mit
Antigenprasentation assoziiert sind (TAP), Tapasin, Calreticulin und Erp57
(Cresswell et al., 1999). Von hier aus gelangen die phagozytierten Antigene auf
bisher nicht genau bekannte Weise ins Zytosol (Heath et al., 2004), wo sie im
zellularen Proteasom degradiert werden. Die Bedeutung des Antigenabbaus im
Proteasom unterstreichen Experimente, in denen die Kreuz-Prasentation durch
Blockierung der proteasomalen Degradierung mit Hilfe von Lactacystin verhindert
werden konnte (Rodriguez et al., 1999). Die resultierenden Peptide werden uber den
TAP-Komplex zuruck ins ER-Phagosom transportiert und an MHC Klasse |
gebunden. Bei Versuchen mit TAP-defizienten Mausen (den Haan et al., 2000) oder
Blockierung des TAP-Komplexes durch Antikorper (Ackerman and Cresswell, 2003)
konnte keine effektive Kreuz-Prasentation mehr beobachtet werden. Nach der
Beladung der MHC-Molekile gelangen diese wahrscheinlich auf direktem Weg unter
Umgehung des Golgi-Apparates (Ackerman et al., 2003) an die Zelloberflache. Von
hier aus wird das phagozytierte, exogene Antigen an CD8 positive zytotoxische T-
Zellen prasentiert.

3.2. Dendritische Zellen: Induktion einer Immunantwort oder von Toleranz?

Dendritische Zellen spielen sowohl bei der Entwicklung einer Immunantwort als auch
bei der Entstehung von Toleranz eine bedeutende Rolle. Die Frage, welche
Eigenschaften der DC den Weg in die eine oder die andere Richtung einschlagen
Iasst, ist noch nicht vollstandig geklart. Es Iasst sich derzeit noch nicht komplett
ausschlielRen, dass zwei verschiedene Subpopulationen von dendritischen Zellen
existieren — die einen tolerogen, die anderen immunogen (Heath et al., 2004). Auch
die Hilfe von CD4 T-Helfer-Zellen mag in vivo hier eine Rolle spielen (Guerder and
Matzinger, 1992). Die gangigste Erklarung beinhaltet jedoch, dass eine Art von
Gefahren- oder Entzundungs-Signal auf die dendritischen Zellen einwirkt, die
dadurch ihren Differenzierungsstatus andern und somit den Schlussel fur eine
positive Immunantwort darstellen (Bellone, 2000; Heath et al., 2004; Matzinger,
1994).
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3.2.1 Reif oder unreif — zwei verschiedene Stadien der Dendritischen Zellen

In den meisten Geweben findet man Dendritische Zellen in einem sogenannten
wunreifen” Stadium. In diesem Differenzierungsstatus exprimieren die Zellen nur
wenige der akzessorischen Signale, die fur die T-Zell-Aktivierung notwendig sind
(Inaba et al., 1994). So finden sich hier nur geringe Mengen der kostimulatorischen
Molekule CD40, CD54, CD80 und CD86 auf der Oberflache der Zellen. Das
gleichzeitig niedrige Expressionsniveau von MHC-Molekulen macht die dendritischen
Zellen in diesem Stadium zu nur schlechten T-Zell-Stimulatoren. Ausgepragt ist zu
diesem Zeitpunkt jedoch ihre Fahigkeit, Antigene aufzunehmen (Inaba et al., 1993;
Reis e Sousa et al., 1993; Sallusto et al., 1995). So findet sich jetzt unter anderem
eine hohe Expression an fur die Phagozytose wichtigen Fcy und Fce Rezeptoren
(Banchereau and Steinman, 1998).

All diese Eigenschaften der dendritischen Zellen andern sich jedoch rasch, wenn sie
einen Stimulus als Reifungs-Signal erhalten. Zu diesen gehdren mikrobielle Produkte
wie Doppelstrang-RNA, Flagellin oder LPS (Heath et al., 2004). Erkannt werden
diese Signale Uber sogenannte Muster-Erkennungs-Rezeptoren (pattern recognition
receptor, PRR), zu denen auch die Gruppe der Toll-like-Rezeptoren (Reis e Sousa,
2001) gehort. Der Toll-like-Rezeptor 4 zum Beispiel wird jedoch nicht nur durch den
bakteriellen Bestandteil LPS aktiviert (Lutz and Schuler, 2002), sondern erkennt auch
endogene Liganden wie Fibrinogen (Smiley et al., 2001), Heparan Sulfat (Johnson et
al., 2002), die Fibronectin A-Domane (Okamura et al., 2001) und Hitze-Schock-
Proteine 60 und 70 (Ohashi et al., 2000). Als weitere endogene Gefahrsignale
wurden Harnsaure (Shi et al., 2003) und HMGB1 (Scaffidi et al., 2002) identifiziert.
Zu den Zytokinen, die eine DC-Reifung induzieren, gehdren unter anderem IL-1 und
TNF — durch IL-10 wird eine Reifung blockiert (Banchereau and Steinman, 1998).
Wichtig scheint weiterhin eine CD40 — CD154 Interaktion zwischen dendritischen
Zellen und T-Helfer-Zellen zu sein (Ridge et al., 1998), auch wenn es wohl CD40-
unabhangige Mechanismen gibt (Schuurhuis et al., 2000).

Dendritische Zellen, die derartige Signale empfangen, erfahren einen
,Reifungsprozess® (Banchereau and Steinman, 1998): Hierbei werden
Oberflachenmolekule verstarkt exprimiert, die wichtig fur die T-Zell-Stimulation sind.

So kommt es zur vermehrten Expression der kostimulatorischen Molekule, zu denen
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unter anderem CD80, CD86 und CD40 zahlen. Es wird vermehrt Antigen auf MHC-
Molekulen prasentiert, die sich nun zahlreicher an der Zelloberflache befinden. All
diese neu erworbenen Eigenschaften dienen dazu, aufgenommenes Antigen in
optimaler Weise mit zahlreichen unterstitzenden Mechanismen an T-Zellen zu
prasentieren, die dadurch in Effektor-T-Zellen umgewandelt werden sollen.
Erleichtert wird dies noch dadurch, dass dendritische Zellen nach Aktivierung in
lymphatische Gewebe wandern (Sallusto and Lanzavecchia, 1999), um dort eventuell
ihren Reifungsprozess zu vollenden (Kitajima et al.,, 1996) und B- und T-
Lymphozyten durch die Sekretion von Chemokinen anzulocken (Adema et al., 1997).
Zu den proinflammatorischen Zytokinen, die in diesem Rahmen von dendritischen
Zellen produziert werden, gehoren IL-12p40 und p70, TNF, IL-18 und IL-6 (Menges
et al., 2002). Nach der Reifung verlieren die dendritischen Zellen jedoch auch ein
vorher stark ausgepragtes Merkmal: Die Fahigkeit zur Phagozytose sinkt auf 1/4 bis
1/5 der Kapazitat der unreifen dendritischen Zellen (Albert et al., 1998a).
Dendritische Zellen konnen sich somit in einem Reifungsprozess von effektiven
Phagozyten, die jedoch nicht immunstimulatorisch wirken, zu produktiven Effektor-T-

Zell-Induktoren entwickeln.

3.2.2 Konsequenzen der Aufnahme apoptotischer und nekrotischer Zellen

Wie unter Punkt 2 beschrieben, sind dendritische Zellen in der Lage, apoptotische
und nekrotische Zellen aufzunehmen. Das immunstimulierende Potential der DC, die
diese toten Zellen internalisiert haben ist jedoch bis heute stark umstritten. Klarer
erscheint, dass die aufgenommenen, von den toten Zellen stammenden Antigene
durch die DC prasentiert werden, und das nicht nur auf MHC-Oberflachenmolekulen
der Klasse Il, sondern auch auf Klasse | und somit an zytotoxische T-Lymphozyten
(Albert et al., 1998a; Chiodoni et al., 1999; Inaba et al., 1998; Larsson et al., 2001;
Yrlid and Wick, 2000 und siehe Punkt 3.1.1). Die Konsequenzen einer derartigen
Prasentation bleiben jedoch unklar: Erfolgt eine Immunantwort oder fuhrt sie zur
Toleranz?

Eine gangige Meinung stellt die Annahme dar, dass apoptotische Zellen einen
immunsuppressiven Effekt auf die aufnehmenden Phagozyten haben: So zeigte sich,
dass Makrophagen, die mit UV-bestrahlten und somit apoptotischen Zellen inkubiert

werden, bei Stimulation mit LPS signifikant weniger proinflammatorische Zytokine
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TNF, IL-18 und IL-12 und groRere Mengen des antiinflammatorischen Zytokins IL-10
produzieren (Voll et al.,, 1997). Hier scheint der Prozess der Phagozytose eine
wichtige Rolle zu spielen, da dieser Effekt auch durch Ligation des CD36-Rezeptors
erreicht werden konnte. Fadok et al. konnten belegen, dass eine in vivo Aufnahme
apoptotischer Zellen zu vermehrter Sekretion von TGFB, Prostaglandin E2 und
Plattchen-aktivierender-Faktor (PAF) in Makrophagen fuhrt, die wiederum die
Produktion proinflammatorischer Zytokine reduzieren konnen (Fadok et al., 1998).
Dabei konnte eine Beteiligung des Phosphatidylserin-Rezeptors von Bedeutung
(Fadok et al., 2000) sein. Ahnliches konnte bei dendritischen Zellen beobachtet
werden: Nach Ingestion von apoptotischen Zellen sinkt die Endotoxin-induzierte
Produktion von IL-12 so wie auch die Fahigkeit, das kostimulatorische Molekul CD86
in vermehrtem Malle zu exprimieren — daraus resultiert eine verminderte Kapazitat
zur T-Zell-Stimulation (Stuart et al., 2002). Auch in in vivo Experimenten wurde
gezeigt, dass gegenuber Antigenen aus apoptotischen Zellen, die von dendritischen
Zellen aufgenommen wurden, Toleranz induziert wird — vorausgesetzt, die
dendritischen Zellen erhalten nicht gleichzeitig ein Reifungssignal wie zum Beispiel
CDA40-Ligation (Liu et al., 2002).

In derartigen Experimenten wird oft die immunogene Potenz apoptotischer Zellen mit
der nekrotischer Zellen verglichen. Dabei erscheinen meist nekrotische, nicht jedoch
apoptotische Zellen die Maturation von dendritischen Zellen induzieren zu kénnen
und sie somit zur Stimulation von T-Zellen zu befahigen (Gallucci et al., 1999; Sauter
et al., 2000). Dies mag zum Teil daran liegen, dass nekrotische, aber nicht
apototische Zellen Heat Shock — Proteine freisetzen, die dendritische Zellen
aktivieren, indem sie den NF-kB- Transduktionsweg induzieren (Basu et al., 2000; Li
et al.,, 2001; Vabulas et al., 2002). Hitze-Schock — Proteine (besonders hsp70)
scheinen auch eine Rolle zu spielen, wenn in Tumorzellen Nekrose durch
Gancyclovir induziert wird — dies fuhrt im Gegensatz zu apoptotischem Zelltod zu
einer starken anti-Tumor- Immunantwort (Melcher et al., 1998). Weiterhin wurde das
Protein HMGB1 als Faktor identifiziert, der von nekrotischen Zelle freigesetzt wird
und ein inflammatorisches Signal darstellt (Scaffidi et al., 2002).

Einigkeit herrscht Uber das immunostimulatorische Potential sowohl von nekrotischen
als auch von apoptotischen Zellen jedoch nicht: So erwiesen sich apoptotische
Zellen in manchen Studien sehr wohl als fahig, in einer Immunantwort zytotoxische

T-Lymphozyten zu induzieren: Albert et al. konnten demonstrieren, dass dendritische
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Zellen, aber nicht Makrophagen Antigen von Influenza-infizierten apoptotischen
Zellen in einer Weise an ihrer Oberflache prasentieren, dass sie CD8 T-Lymphozyten
stimulieren konnen (Albert et al., 1998b). Erwahnenswert ist hier, dass die Aufnahme
nekrotischer Zellen nicht zu einer derartigen Aktivierung fiihrt. Ahnliche Ergebnisse
erhielten Yrlid et al: Wahrend bakterielles Antigen aus mit Salmonella typhimurium
infizierten apoptotischen Zellen effektiv von aufnehmenden dendritischen Zellen auf
MHC | an T-Zellen prasentiert wird, fuhrt die Induktion von Nekrose durch die
gleichen Bakterien zu einer drastischen Reduktion der Antigenprasentation auf MHC
| (Yrlid and Wick, 2000). Auch in Tumor-Vakzinierungs-Versuchen konnte gezeigt
werden, dass zum Teil apoptotische, aber nicht nekrotische Tumor-Zell-Vakzinen
eine potente anti-Tumor-Immunantwort auslosen (Scheffer et al., 2003). Ronchetti et
al. beobachteten, dass nach Injektion apoptotischer T-Zell-Lymphom-Zellen eine
langdauernde Tumor-spezifische Immunantwort induziert wird. Die Immunogenitat
der apoptotischen Zellen war dabei proportional zur injizierten Zellzahl und trat nur
bei hohen Zellzahlen auf. Assoziiert war dieses Phanomen mit einer erhohten
Serumkonzentration an IL-10 und IL-18, die Tumor-Bekampfung erschien verstarkt in
IL-10 knockout Mausen (Ronchetti et al., 1999). Diese Ergebnisse mogen darauf
hinweisen, dass apoptotische Zellen immunstimulierend und —supprimierend wirken
konnen (Bellone, 2000). Wichtig und wegweisend scheinen dabei die An- oder
Abwesenheit von Maturationsignalen fur die aufnehmenden dendritischen Zellen zu
sein (Larsson et al., 2001).

Sicherlich sind jedoch noch weitere Untersuchungen notwendig, um die Frage der
Antigenitat toter Zellen zu klaren. In dieser Arbeit soll der Einfluss einer Aktivierung
vor Zelltodinduktion — wie sie bei bakterieninduzierter Apoptose stattfindet — auf den
Reifungszustand der phagozytierenden dendritischen Zelle untersucht werden.

4. Fragestellung

In dieser Arbeit sollte der Zelltod in Phagozyten nach Aufnahme von E.coli Bakterien
untersucht werden. Dabei konnten wir feststellen, dass die Makrophagen nicht nur
wie bereits beschrieben durch Apoptose sterben (Hacker et al., 2002), sondern zum
Teil auch dem nekrotischen Zelltod unterliegen. Dies warf folgende Fragen auf:

1. Was sind die Mechanismen der Bakterien-induzierten Apoptose und Nekrose?
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2. Werden nekrotische Zellen genauso effektiv wie apoptotische von professionellen
Phagozyten aufgenommen?

3. Was ist der Mechanismus der Phagozytose nekrotischer Zellen?

4. Welche Rolle spielt der nekrotische Zelltod in Phagozyten fur die Entwicklung einer
anti-bakteriellen Immunantwort?

5. Welchen Einfluss hat der Prozess der Aktivierung der Makrophagen vor
Zelltodinduktion auf die phagozytierenden dendritischen Zellen?

6. Erfolgt eine effektive Antigenprasentation an T-Zellen?

Um diese Fragen zu untersuchen, wurden RAW Zellen und primare
Knochenmarksmakrophagen mit E.coli Bakterien koinkubiert und anschlieRend auf
Zelltod hin untersucht. Die so behandelten Zellen wurden zusammen mit
dendritischen Zellen inkubiert, und das Ausmal der Phagozytose der apoptotischen
und nekrotischen Zellen wurde bestimmt. Der Reifungsgrad der dendritischen Zellen
nach Aufnahme wurde anhand der Oberflachenmarker untersucht, die Fahigkeit zur
Kreuz-Prasentation aufgenommener Antigene wurde nach Koinkubation mit T-Zellen

bestimmt.
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II. Material und Methoden

1. Material

1. 1 Gerate

Gerat Geratetyp Hersteller

Brutschranke:

Bakterien WB300 Mytron, Heiligenstadt
Zellen Hera Cell 240 Heraeus, Hanau
Durchlusszytometriegerat |FACS Calibur Becton Dickinson, Franklin

Lakes, NJ, USA

Elektroporationsgerat

Gene Pulser™

Biorad, Hercules, CA, USA

ELISA-Lesegerat

ELISAreader Argus 400
Microplate Reader

Bio-Tek Instruments Inc.,
Winooski, VT, USA

Mikroskope:
Lichtmikroskop ID 03 Zeiss, Jena
Fluoreszenzmikroskop Leica DM RBE Leica, Bensheim
Konfokales Mikroskop Axiovert 100M Laser Zeiss, Jena

Scanning Microscope
pH-Meter MultiCal pH526 WTW, Weilheim
Photometer 4054 Ultrospec Plus Amersham Pharmacia

Biotech, Uppsala,

Schweden

Sterilwerkbank

HERAsafe HSP 18

Heraeus, Hanau

Western-Blotting:
Blotkammer
Elektrophoresekammer

Spannungsquelle

Mini Trans-Blot Cell
Mighty Small SE260 Mini-
vertical Unit

EPS 1001

Biorad, Hercules, Ca, USA
Hoefer, San Francisco, CA,
USA

Amersham Pharmacia
Biotech, Uppsala,
Schweden

1.2. Chemikalien

Accutase

PAA, Linz, Osterreich
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Acrylamid 30%
Ammoniumchlorid
Ammoniumpersulfat

BSA (Rinderserumalbumin)
Bromphenolblau
Calciumchlorid

Chemiluminiscence Reagent Plus

Coumermycin

Dithiothreitol (DTT)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Eosin'Y
Ethanol
FBS (Fetal Bovine Serum)

Formaldehyd-Losung 37%
Geneticin

Glutaraldehyd-Losung

Glycin

Glycerol

L-Glutamin

Hepes

Kaliumchlorid
Kaliumeisencyanid (KsFe(CN)g)
Kaliumeisencyanid (KsFe(CN)g)
Kanamycin

Lactacystin

M-CSF

B-Mercaptoethanol
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid

Methanol

Biorad, Hercules, CA, USA
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
PerkinElmer, Boston, USA
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Fluka, Neu-Ulm

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

PAN, Aidenbach
Biochrom,Berlin

Merck, Darmstadt
GIBCO, Invitrogen, Grand
Island, N.Y., USA

Fluka, Neu-Ulm

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Biochrom, Berlin

Fluca, Neu-Ulm

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Biomol, Hamburg

R&D, Wiesbaden-Nordenstadt
Sigma, Deisenhofen
Fluka, Neu-Ulm

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
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Natriumchlorid
Natriumdihydrogensulfat
Natriumhydroxid

NP40

Penicillin / Streptomycin
Propidiumiodid
Saccharose

Salzsaure (25%ig)
Saponin

SB 203580
Schwefelsaure (H2S0,)
SDS (Natriumdodecylsulfat)
Staurosporin

Sucrose

Tris (hydroxymethyl)-aminomethan
Triton X-100

Trypanblau

Tween 20
Wasserstoffperoxid
Wortmannin
X-Galactosidase
Zitronensaure
z-VAD-fmk

1.3. Antikorper

Merck, Darmstadt
Fluka, Neu-Ulm
Merck, Darmstadt
Biochrom, Berlin
Biochrom, Berlin
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Alexis, Grunberg
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Invitrogen, Carlsbad, USA

Roth, Karlsruhe

Bachem, Heidelberg

Name Herkunft

Eigenschaften

Hersteller

Anti-Ovalbumin Maus

monoklonaler anti-chicken

egg albumin (ovalbumin),

Maus IgG1 Isotyp

Sigma, Deisenhofen

Anti-Mouse 1gG Ziege Meerettich-Peroxidase- Dianova, Hamburg
konjugiert
PE anti-mouse CD11c | Hamster PE-konjugiert, BD Biosciences

(HL3)

Armenian Hamster IgG,

Pharmingen,
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group 1, A Heidelberg
FITC labeled anti- Hamster FITC-konjugiert, Armenian | BD Biosciences
mouse CD40 (HM40- Hamster IgM, k Pharmingen,
3) Heidelberg
FITC anti-mouse Hamster FITC-konjugiert, Armenian | BD Biosciences
CD80 (16-10A1) Hamster IgG, group 2, K Pharmingen,
Heidelberg
FITC anti-mouse Ratte FITC-konjugiert, Rat 1gG2a, k | BD Biosciences
CD86 (GL-1) Pharmingen,
Heidelberg

1.4. Losungen, Stammlésungen und Puffer

Western-Blotting

LGB (pH8,8)

UGB (pH86,8)

4x Proben-Puffer

5x Laufpuffer

TBS

182g Tris

4g SDS

32%HCI

auffullen mit Aqua dest. Auf 1l

30g Tris
2g SDS
auffullen mit Aqua dest. Auf 500ml

200mM Tris-HCI pH 6,8
400mM DTT

8% SDS

40% Glycerol

0,1% Bromphenolblau

125mM Tris-HCI pH8,3
1,25M Glycin
0,5% SDS

25mM Tris-HCI pH7,4
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TBS/T

2x Transferpuffer

Blockierlosung
Ammoniumpersulfatidsung (APS)
ELISA

ELISA- Waschpuffer
Blockier-Puffer

Reagenz-Puffer

Phosphat-Citrat-Puffer

Stop-Losung

Annexin V - Farbung

Annexin V — Bindepuffer

Sonstige Losungen:
PBS

139mM NaCl
2,7mM KClI

TBS plus 0,5% Tween 20

78mM Glyzin
96mM Tris/HCI, pH8,3
20% Methanol

Magermilch 5%

10% APS

PBS + 0,05% Tween 20
PBS + 1%BSA + 1% Sucrose
PBS + 1%BSA

25,7ml 0,2M NayHPO4
24,3ml 0,1M Zitronensaure
50ml Aqua dest

pH 5,0

2N H2SO4

10mM Hepes/NaOH

140mM NacCl
2,5mM CaCl,

13,7mM NaCl
2,7mM KCI
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80,9mM NazHPO4
1,5mM KH2PO4

pH 7,4

1.5. Medien

1.5.1 Medien flir Bakterienkultur

LB-(Luria-Bertani) Medium 1% Bacto-Trypton
0,5% Hefeextrakt
1% NaCl
pH7,2

1.5.2 Medien fiir Zellkultur

Das fertige Zellkulturmedium RPMI 1640 wurde von der Firma Biochrom, Berlin,
bezogen.
FCS wurde vor Gebrauch zur Inaktivierung der Komplementfaktoren fur eine Stunde
bei 56°C erhitzt.

Zusatze:
RPMI 1640 komplett: 10% FBS

1001U/ml Penicillin und Streptomycin

50uM 2-Mercaptoethanol

1.6. Zelllinien

Zelllinie Zelltyp

RAW 264.7 Maus-Makrophagen aus einem durch murines Leukamie Virus

induziertem Tumor

K14 RAW RAW 264.7 Maus-Makrophagen transfiziert mit einem
Fusionskonstrukt aus MyD88 und E.coli Gyrase B
OVA-RAW RAW 264.7 Maus-Makrophagen transfiziert zur Ovalbumin-

Expression (siehe Methoden Punkt 2)

J774 Maus-Makrophagen-Zelllinie
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D2SC/1 Murine Dendritische Zelllinie aus der Milz

B3Z T-Zell-Hybridom: T-Zellen transfiziert mit NFAT-lacZ, aktivieren
lacZ-Gen bei Stimulation durch Prasentation von OVA auf H-2
K®, produzieren dabei quantifizierbare Mengen von [3-

Galactosidase

Samtliche Zellen wurden in RPMI 1640 Medium komplett kultiviert.
D2SC/1 Zellen wurden in Zellkulturschalen 100 x 20mm kultiviert, RAW
Makrophagen und B3Z-T-Zellen in 94 x 16mm Petrischalen.

1.7. Bakterienstamme

Fur samtliche Arbeiten wurde der Bakterienstamm Escherichia coli K12 DH5a

verwendet.

1.8. Virus

Zur Infektion von Makrophagen wurde das Vaccinia Virus MVA (Wildtyp) verwendet.

1.9. Zellkulturartikel

Bezeichnung Hersteller

Falcon Zellkulturschalen 100 x 20mm Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA
Petrischalen 94/16 mit Nocken Peske, Aindling

Falcon Zellkulturplatten Multiwell, 12-Well | Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA
5ml/10ml/25ml Einmal-Pipetten TPP, Trasadingen, Schweiz

Zellschaber TPP, Trasadingen, Schweiz

Neubauer Zahlkammer Merck, Darmstadt

1.10. Sonstige Materialien

Western-Blotting

Gel-Blotting-Papier Schleicher & Schull, Dassel

Protran Nitrocellulose Transfer Membran | Schileicher & Schiill, Dassel
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Western Lightning Chemiluminescence PerkinElmer Life Sciences, Inc., Boston,
Reagent Plus MA, USA

Hyperfilm ™ ECL High performance Amersham Biosciences,
chemiluminescence film Buckinghamshire, England
Proteinmarker SeeBlue Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Aufnahmeassay

Green Fluorescence Cell Linker Kit Sigma, Deisenhofen

PKH67

Red Flourscence Cell Linker Kit PKH 26 | Sigma, Deisenhofen

ELISA

Duoset ELISA Mouse TNF-a - Kit R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
3,3',5,5 -Tetramethylbenzidin Tabletten | Sigma, Deisenhofen

Elektroporation

Gene Pulser Elektroporationskuvette, Biorad, Hercules, CA, USA

0,4cm Elektrodenabstand

1.11. Plasmide

Name Eigenschaften Herkunft

pEF-OVA Expressionsvektor fur OVA, Eigene Herstellung
Resistenz gegen Geneticin

pEFflagApGKpuro Expressionsvektor fur Puromycin- | Eigene Herstellung
Resistenz

2.Methoden

2.1 Herstellung von primaren dendritischen Zellen und Makrophagen aus dem

Knochenmark von Mausen

Aus C57BL/6 Mausen wurden die beiden Femora und Tibiae prapariert und von
Muskel- und Bindegewebe befreit. Nach Einlegen in 70% Ethanol fur eine Minute
wurden sie in Medium RPMI komplett voribergehend aufbewahrt. Nach Praparieren
aller Beine wurden die Epiphysen der Knochen abgeschnitten und das Knochenmark
mithilfe einer 10ml Spritze und einer 27G Nadel in eine unbeschichtete Petrischale
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herausgespult. Verwendet wurde auch hier RPMI Medium komplett, 10 ml pro Bein.
Nach der Spilung wurden die Zellen in einem 50ml Spitzboden-Rdhrchen
gesammelt, zentrifugiert und einmal mit 10ml Medium gewaschen. Nach einem
weiteren Zentrifugationsschritt wurden die Zellen gezanhlt.

Fir die Generation von dendritischen Zellen mithilfe des Wachstumsfaktors GM-CSF
wurden daraufhin je 5 x 10° Zellen in Petrischalen mit 10ml RPMI Medium komplett
plus GM-CSF (4ng/ml) ausquartiert. GM-CSF stammt aus dem Uberstand von
Ag8653 Myelomzellen, die mit muriner GM-CSF cDNA transfiziert wurden (Zal et al.,
1994). Die Konzentration im Uberstand wurde mithilfe eines GM-CSF — ELISAs
bestimmt. An Tag drei wurden weitere 10ml RPMI Medium komplett mit 4ng/ml GM-
CSF zugegeben. Fur die meisten Versuche wurden an Tag sechs die nicht
adharenten Zellen geerntet und in 12-Loch-Platten ausgesat. Zu diesem Zeitpunkt
exprimierten bereits mindestens 50% der Zellen den Dendritischen-Zellen —
Oberflachenmarker CD11c. Wurden die Zellen erst spater verwendet, wurden an Tag
sechs 10ml des Uberstands in ein 50ml Spitzbodenréhrchen aufgenommen,
zentrifugiert und in 10ml GM-CSF enthaltendem Medium in eine neue
Zellkulturschale uUberfuhrt. Die restlichen 10ml der Petrischale wurden resuspendiert
und ohne Zentrifugationsschritt in die neue Zellkulturschale Ubertragen. An Tag acht
wurden wieder 10ml des Uberstands zentrifugiert und in 10ml RPMI komplett mit
2ng/ml GM-CSF zuruckgefuhrt. Die Zellen wurden spatestens an Tag 10 geerntet
und fur Versuche verwendet.

Fur die dendritischen Zellen, die in Anwesenheit des FLT3-Liganden generiert
wurden, wurden vor dem Zahlen der Zellen die Erythrozyten durch Zugabe von 500l
Ammonium-Chlorid (8,29g/l) lysiert. Nach einer Minute wurde die Reaktion durch
Zugabe von 40ml Medium gestoppt, und die Zellen wurden einmal mit Medium
gewaschen. Daraufhin wurden 1,5 x 10° Zellen pro ml in eine kleine Zellkulturflasche
in RPMI Medium komplett plus zusatzlich 2mM Glutamin und 35ng/ml FLT3-Ligand
ausgesat. An Tag 8 wurden die nicht adharenten Zellen geerntet und fur folgende
Versuche in 12-Loch Platten ausgesat.

Zur Generation von primaren Makrophagen aus den Knochenmarksvorlauferzellen
wurden je 2 x 10 Zellen in 10ml RPMI Medium komplett in unbeschichtete
Petrischalen ausgesat. Zugefugt wurde der Wachstumsfaktor M-CSF in einer
Konzentration von 10ng/ml. An Tag drei wurde die gleiche Menge M-CSF erneut
zugegeben, die Endkonzentration von M-CSF betrug also 20ng/ml. An Tag acht
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wurde der Uberstand der Petrischale abgenommen und verworfen, die adharenten
Zellen wurden mithilfe von 3-4ml Accutase vom Boden der Platte abgelOst und fur

Versuche verwendet.
2.2. Transfektion von Zellen durch Elektroporation

Eine Moglichkeit, fremdes Genmaterial in andere Zellen einzubringen, ist die
Elektroporation. Hier werden starke elektrische Impulse angelegt, die die
Zellmembranen vorubergehend durchlassig fur zum Beispiel DNA machen. Hierdurch
soll sich im Gegensatz zu anderen Methoden die Transfektionseffizienz erhdhen
lassen.

5 x 10° RAW-Zellen wurden aufgenommen in 420ul RPMI Medium mit 25% FCS;
20pg Plasmid wurde zugegeben. Aus diesem Gemisch wurden 400pl vorsichtig ohne
Luftblasen in eine Elektroporationskuvette pipettiert. Die Zellen wurden dann bei 280
V und 960 pF elektroporiert (Biorad Gene Pulser) und 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Der Kuvetteninhalt wurde in 10ml RPMI Medium mit 0,5%
FCS aufgenommen, zentrifugiert, in 10ml RPMI Medium mit 10% FCS resuspendiert
und in Zellkulturschalen ausquartiert.

Bei der Transfektion von RAW Zellen mit dem Ovalbumin enthaltenden Plasmid (pEF
OVA) wurden die exprimierenden Zellen selektiert durch Zugabe von 700ug/ml G418
(=Geneticin), da auf dem Plasmid auch ein Geneticin- Resistenzgen vorhanden ist
und somit nichtexprimierende Zellen in Anwesenheit der zytotoxischen Substanz
G418 sterben.

RAW K14 Zellen wurden mit einem Gemisch aus 15 pg pEFOva-Plasmid und 5 pg
pEF16 (PEFflagApGKpuro) fur die Puromycin-Resistenz unter denselben
Bedingungen doppeltransfiziert. Die exprimierenden Zellen wurden in Puromycin-
haltigem (3uM) RPMI Medium komplett selektiert.

Nachdem in den Zellkulturschalen Klone der transfizierten, exprimierenden Zellen
gewachsen waren, wurden diese unter sterilen Bedingungen gepickt und in 6-Loch-
Platten ausgesat. Nach ausreichender Vermehrung der Zellen wurden sie geerntet,
als pellet bei —20°C eingefroren und per Western-Blotting auf die Expression von

Ovalbumin hin kontrolliert.

2.3. Western-Blotting
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Durch diese Methode lassen sich bestimmte Proteine in einer Mischung nachweisen.
Zuerst werden die denaturierten Proteine mit Hilfe einer Gelelektrophorese der
GroRe nach geordnet, anschliel3end auf Nitrozellulose Ubertragen (Blotting) und mit
einem fur das Protein spezifischen Antikorper markiert. Dieser kann durch einen
enzymgekoppelten zweiten Antikorper detektiert werden, durch den das gesuchte
Protein dann sichtbar gemacht werden kann.

Zur Uberprifung der Expression von Ovalbumin in transfizierten Zellen wurden die in
2.2. und 2.3 eingefrorenen Zell-Pellets je nach Grofe in genugend 1x Proben-Puffer
aufgenommen, 5 Minuten bei 95°C zur Protein-Denaturierung erhitzt, und wieder auf
Eis abgekuhlt. Die Proben wurden vor dem Auftragen auf das Gel bei 14000U
zentrifugiert.

Die 12,5 prozentigen Polyacrylamid-Gele wurden aus folgenden Komponenten

hergestellt:

Trenngel 12,5% Sammelgel
LGB / UGB 7,5 ml 3,75 ml
Acrylamid 30% 12,6 ml 2,4 ml
H.O 9,9 ml 13,8 ml
APS 10% 180ul 70ul
Temed 30ul 30ul

Nachdem das auspolymerisierte Trenngel voribergehend zum Erreichen einer klaren
Trennlinie mit Buthanol Uberschichtet wurde, erfolgte das Giellen des Sammelgels
auf das Trenngel. Das fertige Gel wurde in die Laufkammer eingespannt, die dann
mit Laufpuffer aufgeflllt wurde. Darauf folgte die Ladung des Gels mit 10-20ul der
vorbereiteten Proben und dem Molekulargewichtsmarker SeeBlue (5-10pul). Die
Elektrophorese wurde gestartet bei einer Spannung von 130V und einer maximalen
Stromstarke von 400mA; nachdem die Bande des Markers das Trenngel erreicht
hatte, wurde die Spannung auf 180V erhoht. Als die Farbstofffront den unteren
Gelplattenrand erreicht hatte, wurde die Elektrophorese beendet, das Gel
herausgenommen und zusammen mit der bereits in Transferpuffer eingeweichten
Nitrozellulosemembran in die Blotting-Kammer transferiert. Hier erfolgte der
eineinhalbstundige Transfer der Proteine auf die Membran in Transferpuffer bei 4°C.
Die angelegte Spannung betrug 100 Volt, die maximale Stromstarke 400mA.

Nach diesem Transfer wurde die Membran fur eine Stunde in Magermilch als
Blockierlosung bei Raumtemperatur inkubiert. Darauf folgte eine mindestens
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einstundige Inkubation mit dem in Magermilch gel6sten Anti-OVA-Antikorper (1:5000
verdunnt). Die Membran wurde auf dem Schuttler dreimal fur jeweils 10 Minuten mit
dem Waschpuffer TBS/T gewaschen und dann fur eine weitere Stunde mit dem
ebenfalls in Magermilch geldsten Zweitantikorper Goat-anti-mouse 1gG (1:3000)
inkubiert. Nach einem weiteren halbstindigen Waschschritt, wahrend dessen der
Waschpuffer dreimal erneuert wurde, wurde der mit dem Enzym Meerrettich-
Peroxidase gekoppelte Zweitantikdrper mithilfe eines Chemilumineszenz- Verfahren
sichtbar gemacht. Dabei wurde die Membran fir eine Minute mit dem Western
Lightning Chemiluminescence Reagent Plus inkubiert. Dieses Reagenz enthalt
Luminol als Substrat fur das an den Zweitantikorper gekoppelte Enzym Meerrettich-
Peroxidase. Bei Anwesenheit beider Komponenten, also an den Banden des
gesuchten Proteins, kommt es zur Lichtemission, die durch Auflegen eines Films auf
die Membran sichtbar gemacht werden kann. Nach dieser Belichtung und
Entwicklung des Chemilumineszenzfilms in der Dunkelkammer konnten anhand des
Molekulargewichtsmarkers die gesuchten und detektierten Proteinbanden identifiziert

werden.

2.4. Zelltodinduktion

2.4.1 Zelltod durch UV-Bestrahlung oder Behandlung mit Staurosporin

Zur Apoptoseinduktion durch UV-Bestrahlung wurden je 5 x 10° RAW / RAW K14
Makrophagen in 1ml RPMI Medium komplett in 12-Loch Platten ausgesat und
solange kultiviert, bis sie fest am Boden der Platte anhafteten. RAW K14 Zellen, die
vor Bestrahlung aktiviert werden sollten, wurden mindestens 6 Stunden vor UV-
Bestrahlung in der Gegenwart von Coumermycin (1uM) kultiviert. Dann wurde das
Medium mit einer 1ml Pipette abgenommen und die 12-Loch Platten nach Abnahme
des Deckels im UV Stratalinker fir 1 Minute bestrahlt (~1600 J/m?). Der jeweilige
Uberstand wurde wieder auf die entsprechenden Proben pipettiert, die Zellen wurden
fur die angegebenen Zeitraume weiter kultiviert.

Bei Zelltodinduktion durch Staurosporin wurden je 5 x 10° RAW Makrophagen in 1m
RPMI Medium komplett in 12-Loch Platten ausgesat und in Gegenwart von
Staurosporin  (1uM) uber Nacht fur 16-20h kultiviert. Wurden die Zellen vor
Apoptoseinduktion mit LPS (0,1-1pg/ml) aktiviert, so geschah dies mindestens 2h vor

Zugabe von Staurosporin.
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2.4.2 Koinkubation von Makrophagen mit Bakterien

Am Vortag wurden E.coli DH5a Bakterien entweder direkt aus dem bei —70°C
eingefrorenen Bakterienstock oder nach Ausstreichen auf einer Agar-Platte in 100ml
Luria-Bertani (LB) Medium eingeruhrt und uber Nacht im Schuttler bei 37°C inkubiert.
Am nachsten Tag wurden die Bakterien in zwei 50ml Spitzboden-Rohrchen fur 10
Minuten bei 4000U/min und 4°C zentrifugiert, einmal mit 10ml PBS gewaschen, in
ein einziges 50ml Rohrchen Ubertragen und nochmals zentrifugiert. Nach
Resuspension in 10ml PBS wurden die Bakterien durch einen S5um Filter (Sartorius)
gedruckt, am Photometer wurde durch Zugabe von PBS eine optische Dichte von 2,0
bei einer Wellenlange von 600nm eingestellt. Bei der Verwendung von
hitzeinaktivierten Bakterien folgte daraufhin eine halbstindige Inkubation bei 65°C.
Nach Abkuhlung auf Raumtemperatur wurden die Bakterien fur Versuche verwendet.
Je 5 x 10° RAW Zellen wurden in einem Volumen von 2,5ml RPMI Medium komplett
in ein 5ml-Réhrchen aufgenommen. 250ul der Bakteriensuspension wurden
hinzugefugt und die Zellen bei 37°C eine Stunde lang kultiviert. Nach Zentrifugation
wurden die Zellen dann einmal mit PBS gewaschen, um einen Groliteil der Bakterien
zu entfernen, und weiter bei 37°C in 12-Loch-Platten in einem Volumen von 1ml
RPMI Medium komplett inkubiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden sie fur
Versuche verwendet.

Bei Verwendung von z-VAD.fmk zur Apoptoseinhibition wurden die Zellen nach
einstindiger Inkubation mit Bakterien und dem Waschschritt in 12-Loch Platten in
Anwesenheit des Caspaseninhibitors z-VAD.fmk (25uM) kultiviert.

Zur Inhibition der Stimulation wurden schon wahrend der Koinkubation mit Bakterien
als auch nach dem Waschschritt die Zellen in Gegenwart der Kinaseinhibitoren
Wortmannin (0,1uM), Lactacystin (5pM) und SB 203580 (10uM) kultiviert.

2.5. Zelltod — Untersuchungen

2.5.1 Hoechst — Farbung zum Nachweis von Apoptose

Zellen, die dem Prozess der Apoptose unterliegen, zeigen nicht nur biochemische
und molekulare, sondern auch morphologische Veranderungen. Neben der Bildung
von Ausstulpungen und Blaschen der Cytoplasmamembran, das sogenannte
.,membrane blebbing“, und einer Verringerung des Zellvolumens, zeigt auch der Kern
morphologische Veranderungen: Der Zellkern schrumpft und das Chromatin
verdichtet sich zu einem typischen Muster. Durch den Farbstoff Hoechst 33342, ein
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,vitaler® interkalierender DNA-Farbstoff, der vorzugsweise an A-T Basenpaare bindet,
konnen diese Veranderungen unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht
werden.

FuUr diese Farbung wurde zu den Zellen nach Apoptoseinduktion beziehungsweise zu
den unbehandelten Kontrollen in der 12-Loch Platte an den jeweils angegebenen
Zeitpunkten der Hoechst-Farbstoff 33342 in einer Endkonzentration von Sug/mi
zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 20 bis 30 Minuten wurden die Zellen in
5ml Rohrchen ubertragen, zentrifugiert, in einem kleinen Volumen PBS (10pl) auf
einen Objekttrager aufgebracht und am Fluoreszenzmikroskop nach ihrer
Kernmorphologie ausgewertet. Ausgezahlt wurden pro Probe mindestens 300 Zellen,
der Prozentsatz der apototischen Zellen wurde berechnet.

2.5.2 Eosin / Trypanblau - Vitalfarbungen

Ein Kennzeichen lebender Zellen, aber auch von Zellen in frihen Apoptosestadien,
ist die Integritat der Plasmazellmembran. Ein Routineverfahren, diese Zellen von
nekrotischen Zellen mit nicht mehr intakter Plasmamembran zu unterscheiden, ist die
Farbung mit Eosin oder Trypanblau. Diese Tests beruhen darauf, dass bei lebenden
Zellen diese Farbstoffe nicht in das Zellinnere gelangen kdonnen, wahrend tote Zellen
den betreffenden Farbstoff aufnehmen. Eosin und Trypanblau sind saure Farbstoffe,
die als Anionen im Inneren der Zelle an Proteine binden kdnnen. Serumfreie Farbung
und kurze Farbedauer mussen beachtet werden.

Um den Anteil der nekrotischen Zellen in einer Zellpopulation zu bestimmen, wurden
die 5 x 10° RAW Makrophagen zu den angegeben Zeitpunkten nach
Nekroseinduktion durch mehrfaches Spulen mit einer 1000ml-Pipette aus den 12-
Loch Platten abgeldst, zentrifugiert und in einem Volumen von 20ul PBS
resuspendiert. 10ul dieser Suspension wurden auf einen Objekttrager aufgetragen
und dort mit 2,5ul des jeweiligen Farbstoffes vorsichtig vermischt (Endkonzentration
jeweils 0,1%). Darauf folgte unverzuglich die Auswertung der Zellen unter dem
Lichtmikroskop. Gezahlt wurden pro Probe mindestens 300 Zellen, der Anteil der
roten (Eosin-Farbung) beziehungsweise blauen (Trypanblau-Farbung) positiven

Zellen wurde berechnet.

2.5.3 Annexin V / Propidiumiodid-Farbung
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Ein fruihes Merkmal apoptotischer Zellen ist die Exposition von Phosphatidylserin,
das sich normalerweise nur an der dem Zytoplasma zugewandten Seite der
Zellmembran befindet, auf der AuRenseite der Plasmamembran. Diese Exposition ist
nicht nur sehr wichtig fur die Aufnahme apoptotischer Zellen durch Phagozyten,
sondern stellt auch eine Mdglichkeit dar, frih apoptotische Zellen zu detektieren. So
kann man mithilfe von Annexin V, einem naturlichen Liganden von Phosphatidylserin,
dessen Exposition in den frGhen Phasen der Apoptose verfolgen. Im Gegensatz dazu
tritt ein Verlust der Integritat der Plasmamembran erst in spaten Stadien der
Apoptose auf (Koopman et al., 1994). Durch eine Farbung der zu untersuchenden
Zellen mit Propidiumiodid, einem DNA-Farbstoff, der durch intakte Membranen nicht
perfundiert, und gleichzeitig Annexin V, kdnnen somit apoptotische von nekrotischen
Zellen unterschieden werden.

Die Zellen, die auf Zelltod hin untersucht werden sollten, wurden durch mehrmaliges
Spulen mit der 1ml-Pipette aus den 12-Loch Platten entfernt, in 5ml Rdhrchen
transferiert und zwei Mal mit PBS gewaschen. Die je 5 x 10° RAW Makrophagen
wurden dann in einem 1,2ml FACS — Mikro-Rohrchen in 100ul Annexin V Bindepuffer
aufgenommen. Dazu wurden je 5pl Annexin V-FITC und 10pl Propidiumiodid
(Endkonzentration 5ug/ml) pipettiert. Nach vorsichtigem Vortexen wurden die Zellen
fur 15 Minuten im Dunklen bei 4°C inkubiert, mit 400ul Bindepuffer aufgefullt und

innerhalb von einer halben Stunde per Durchflusszytometrie analysiert.

2.6. Aufnahmeassay

2.6.1 Farbung der Zellen fur Koinkubation

Vor Bakterienexposition beziehungsweise Zelltodinduktion erfolgte die Farbung der
RAW Makrophagen mit dem grunen Fluoreszenzfarbstoff PKH 67 (Sigma,
Deisenhofen). Dazu wurden 4-5 x 10° Zellen einmal mit PBS gewaschen und in
einem S5ml FACS Rohrchen in 100pul Diluent C resuspendiert. Kurz vor der Farbung
wurde ein intermediarer stock der Farbelosung in Ethanol mit einer Konzentration
von 2 x 10™*M (urspriingliche Konzentration 1 x 10°M) hergestellt. Durch Zugabe von
2ul dieses stocks zu 98ul Diluent C und vorsichtiges Vermischen dieser Farbelosung
mit den 100ul Zellsuspension (siehe oben) wurde ein Farbstoffendkonzentration von
2 x 10°M erreicht. Die Zellen wurden so fiir drei Minuten bei Raumtemperatur unter
mehrmaligem Schwenken inkubiert, bevor die Farbung durch Zugabe von 200ul 1%

BSA gestoppt wurde. Nach einer weiteren Inkubation von einer Minute erfolgte eine
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Verdinnung der Zellsuspension durch Zugabe von 200ul RPMI Medium komplett.
Die Zellen wurden daraufhin drei Mal mit PBS gewaschen und fur Aufnahmestudien
verwendet.

Dendritische Zellen der Zelllinie D2SC/1 wurden vor Koinkubation mit RAW
Makrophagen rot gefarbt mit dem Fluoreszenzfarbstoff PKH26. Das Protokoll gleicht
dem der Farbung mit PKH 67.

Primare dendritische Zellen aus dem Knochenmark von Mausen wurden erst nach
der zweistindigen Koinkubation mit RAW Makrophagen identifiziert. Dies geschah
durch Farbung mit einem PE-gekoppelten Antikdrper gegen den fur dendritische
Zellen spezifischen Oberflachenmarker CD11c. Dazu wurde die gemischte
Zellpopulation nach zwei Stunden der Kokultivierung durch mehrfaches Spulen mit
der Pipette aus den 12-Loch Platten in 5ml Roéhrchen Uberfuhrt und wie unter Punkt
2.8.2 mit dem PE-CD11c — Antikorper gefarbt.

2.6.2 Koinkubation von dendritischen Zellen und Makrophagen

Nach Farbung der Zellen (siehe oben) wurden je 2,5 x 10° dendritische Zellen in
einem Volumen von 1000ul RPMI Medium komplett in 12-Loch Platten ausgesat. In
RAW Makrophagen wurden entweder durch Inkubation mit E.coli Bakterien/ MVA
Virus, UV-Bestrahlung oder Staurosporin Zelltod induziert (siehe oben), und die so
behandelten Zellen beziehungsweise die unbehandelten Kontrollen dann fur die
angegebenen Zeitraume in 12-Loch Platten in 1ml RPMI Medium komplett kultiviert.
Kurz vor der Koinkubation wurden die RAW Makrophagen durch mehrfaches Spulen
aus den Platten herausgelost und in 5ml - Rohrchen uberfuhrt. Sie wurden dann
zentrifugiert, in einem Volumen von 50ul RPMI Medium komplett resuspendiert und
zu den dendritischen Zellen in die 12-Loch Platte pipettiert. Die Zellen wurden so fur
zwei Stunden im Brutschrank koinkubiert. Nach dieser Zeit wurden sie durch
mehrfaches Pipettieren aus den 12-Loch Platten abgel6st und in 5ml- Rohrchen
aufgenommen. Proben mit Zellen der Zelllinie D2SC/1 wurden dann fur 20 Minuten
mit 2% Formalin fixiert, in 1,2ml FACS-Mikrorohrchen Ubertragen und per
Durchflusszytometrie analysiert. Proben, die primare dendritische Zellen enthielten,
wurden nach der unter 2.8 beschriebenen Methode mit dem CD11c-PE Antikorper
gefarbt, um dendritische Zellen zu identifizieren, bevor sie fixiert und analysiert

wurden.
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2.7. Untersuchung des Reifungszustandes dendritischer Zellen

2.71 Koinkubation von dendritischen Zellen und Makrophagen fiir
Reifungsuntersuchung der dendritischen Zellen beziehungsweise Kreuz-
Prasentation

An Tag eins des Versuchs wurden je 5 x 10° RAW K14 Zellen in einem Volumen von
je 1ml RPMI Medium komplett in 12-Loch Platten ausgesat, zum Teil durch Zugabe
von Coumermycin (1uM) aktiviert und so fur 7-8 Stunden inkubiert. RAW K14 Zellen
exprimieren ein Fusionskonstrukt aus MyD88 und E.coli Gyrase B. Durch
Coumermycin kann Gyrase B und dadurch auch Myd88 dimerisiert werden, was in
den Zellen zu den Folgen einer Toll like Rezeptor — Aktivierung fuhrt. Dann wurde
das Medium aus den 12-Loch Platten mit einer 1ml-Pipette abgenommen, und die
Platten wurden unter derartig serumfreien Bedingungen eine Minute lang (Dosis
~1600J/m?) im UV-StrataLinker bestrahlt. Der jeweilige Uberstand wurde wieder zu
den entsprechenden Proben pipettiert, die Zellen wurden Uber Nacht (16-20
Stunden) inkubiert.

An Tag zwei wurden die primaren Knochenmarks- dendritischen Zellen an ihrem
Generationstag sechs geerntet, es wurden je 25 x 10° (fur folgenden
Prasentationsassay 5 x 10° ) Zellen abzentrifugiert und in einem Volumen von 50pl
RPMI Medium komplett zu den RAW K14 Makrophagen in die 12-Loch Platte
pipettiert. Zugefugt wurde der Wachstumsfaktor GM-CSF in einer Konzentration von
4ng/ml. So wurden die Zellen fur 20-24 Stunden koinkubiert.

An Tag drei wurden die Zellen aus den 12-Loch Platten durch mehrmaliges Spdulen,
einen Zellschaber oder unter Verwendung von Accutase abgelost und fur die
Reifungsuntersuchung der dendritischen Zellen beziehungsweise Koinkubation mit T-

Zellen zur Uberpriifung der Kreuz-Prasentation verwendet.

2.7.2 Farbung von dendritischen Zellen nach Oberflachenmarkern

Durch Zellfarbung mit Fluoreszenzfarbstoff-markierten monoklonalen Antikérpern und
folgender  Durchflusszytometrie ist es moglich, die Expression von
Oberflachenmolekllen auf Einzelzellebene zu detektieren. So kann man zum
Beispiel dendritische Zellen Uber das Vorhandensein eines bestimmten
Oberflachenmarkers, namlich CD11c, identifizieren, und den Reifungs-
beziehungsweise Aktivitatszustand dieser Zellen uber das Expressionsniveau der
Oberflachenmolekile CD80, CD86 und CD40 analysieren.
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Die kokultivierten dendritischen Zellen und Makrophagen wurden durch Spulen mit
der 1ml Pipette aus den 12-Loch Platten abgeldst, in 5ml Roéhrchen dberfuhrt,
zentrifugiert und in einem Volumen von 150ul PBS 2%FCS in eine 96-Loch V-Boden-
Platte Ubertragen. Die Platte wurde zentrifugiert und ausgeklopft, die einzelnen
Proben wurden in 10l Fc Block (1:10 verdunnt in PBS 2%FCS) resuspendiert und
fur 30 Minuten bei 4°C inkubiert. Darauf folgte die Zugabe des Fluoreszenz-
markieren Antikorpers CD80-FITC, CD86-FITC oder CD40-FITC und CD11c-PE in
einem Volumen von 90upl (1:100 verdinnt in PBS 2%FCS) und eine weitere
Inkubationszeit von einer halben Stunde auf Eis. Die Proben wurden daraufhin
zweimal mit PBS (ohne FCS) gewaschen, in 2% Formalin fir 20 Minuten fixiert, in

1,2ml FACS-Mikro-Rohrchen Ubertragen und per Durchflusszytometrie analysiert.

2.8. Durchflusszytometrie

Die fluoreszenzaktivierte Zellanalyse (FACS-Analyse) ist ein Verfahren zur
quantitativen Bestimmung von Oberflachenmolekilen und intrazellularen Proteinen.
Grundlage ist die Antigen-Antikorper-Reaktion, die mit Fluoreszenzfarbstoff-
markierten Antikorpern durchgefuhrt wird. Zur Analyse werden die Zellen einer
Einzelzellsuspension durch hydrodynamische Fokussierung wie an einer Perlenkette
an einem gebundelten Laserstrahl geeigneter Wellenlange vorbeigeleitet. Bei exakter
Anregung der Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffes durch den monochromatischen
Laserstrahl werden diese auf ein hoheres Energieniveau gehoben. Nach dem
Laserpuls fallen die Elektronen unter Abgabe von Energie (in Form von Photonen)
auf ihr Ursprungsniveau zurlck. Die emittierte Photonenkonzentration, die durch
einen Photodetektor registriert wird, verhalt sich proportional zur Menge an
gebundenen Antikorpern/ Zelle. Zusatzlich werden durch die Lichtbeugung und —
streuung Informationen Uber die ZellgrolRe und die Binnenstruktur, zum Beispiel
Granularitat des Zytoplasmas, GroRe des Zellkerns, der Zellen gewonnen.
Eine gleichzeitige FACS-Messung mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen ist
moglich, weil sich die eingesetzten Farbstoffe zwar bei einer gemeinsamen
Wellenlange anregen lassen aber Uber unterschiedliche, fur den jeweiligen Farbstoff
charakteristische Emmissionsspektren verfugen.

Mindestens 1 x 10* Zellen pro Probe wurden so analysiert. Die Ergebnisse wurden

mit der Software ,Cell Quest Pro“ ausgewertet.

2.9 TNF - ELISA
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Der ELISA ist ein immunologischer Test, mit dem Antigene (oder auch Antikorper)
nachgewiesen werden konnen. Der spezifische Antikorper gegen das zu
bestimmende Antigen wird an die Wand des Probengefales fest gebunden; daran
lagert sich das Antigen der Probenlosung an. Enzym gekoppelte Antikdrper werden
zugesetzt und binden sich an jedes im Erstschritt fixierte Antigen-Molekull. Die
Enzymaktivitat wird nach Zugabe des entsprechenden Substrates photometrisch
gemessen und stellt ein quantitatives Mal} fur das in der Probe enthaltene Antigen
dar.

An Tag eins des Versuchs wurden die 96-Loch ELISA-Platten, die aus einem
Kunststoff hergestellt sind, an den sehr leicht Proteine binden konnen, mit dem

ersten Antikorper gegen TNFa (Konzentration 0,8ug/ml, gelost in PBS) in einem

Volumen von 100l pro well durch Inkubation Gber Nacht beschichtet. Am nachsten
Tag wurde die Platte dreimal mit dem ELISA-Waschpuffer (PBS 0,05%Tween 20)
gewaschen, trocken geklopft; durch zweistundige Inkubation bei Raumtemperatur mit
je 200ul Blockier-Puffer wurden die unspezifischen Bindungsstellen blockiert. Darauf
folgte ein weiterer Waschschritt.
Die Uberstande der wie angegeben behandelten Zellen wurden aus den 12-Loch
Platten abgenommen und zentrifugiert; der Uberstand davon wurde gegebenenfalls
vorubergehend bei —80°C eingefroren oder direkt fur die TNFa Bestimmung
verwendet. Die Uberstande wurden 1:1 mit RPMI Medium komplett verdiinnt und in
einem Volumen von 100ul auf die Platten aufgebracht. Eine 7-Punkte-Standardkurve
wurde mit einem TNFa-Standard nach folgendem Schema hergestellt: Es wurden
jeweils 100p RPMI Medium komplett pro well vorgelegt, 100ul des Standards
(150ng/ml) wurden in das erste Loch hinzupipettiert, und 100l dieser 1:1
Verdunnung in gleicher Weise in das nachste Loch Ubertragen. Auf diese Weise
wurden Konzentrationen von 75ng/ml bis 1,17ng/ml erreicht. Die Proben und der
Standard wurden fur zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer wurde der biotinylierte
Detektionsantikorper in einer Konzentration von 300ng/ml und einem Volumen von
100ul Reagenzpuffer (PBS 1%BSA) auf die Platte aufgebracht, die Platte wurde so
fur weitere zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte wieder ein
dreimaliges Waschen mit dem ELISA Waschpuffer.
Im nachsten Schritt wurde an den biotinylierten Antikorper Streptavidin-konjugierte
Meerrettichperoxidase (Streptavidin-HRP, R&D, 1:200 in je 100ul Reagenzpuffer)
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durch halbstindige Inkubation gekoppelt. Das Substratreagenz fur die
Meerrettichperoxidase wurde nach folgendem Schema hergestellt:

10ml 0,05M Phosphat-Citrat-Puffer pH5,0

2ul H202 30%

1 Tablette Tetramethylbenzidine

Je 100ul dieses Substratreagenz wurden nach einem weiteren Waschschritt fur 10
bis 20 Minuten auf die Platte aufgebracht, bis die Standardproben einen eindeutig
blauen Farbumschlag zeigten. Dann wurde die Reaktion gestoppt durch Zugabe von
je 100upl Schwefelwasserstoff (2N H»SO4). Die mit der TNFa Konzentration der
ursprunglichen Proben korrespondierenden optischen Dichten der einzelnen wells
wurden am ELISA Reader innerhalb von 30 Minuten bei 450nm bestimmt.

2.10 Prasentationsassay

Die nach Punkt 2.8.1 mit OVA RAW Zellen koinkubierten dendritischen Zellen
wurden in 5ml Rohrchen uUberfuhrt, zentrifugiert und in 1ml RPMI Medium komplett
aufgenommen. 100p! dieser Zellsuspension (also je 5 x 10°

dendritische Zellen und 5 x 10° RAW Makrophagen) wurden in eine 96-Loch
Flachbodenplatte transferiert und einmal mit RPMI Medium komplett gewaschen. Die
Platte wurde wieder zentrifugiert, der Uberstand abgenommen, und je 1 x 10°B3Z T-
Zellen wurden in einem Volumen von 200ul RPMI Medium komplett in die Platte zu
den Makrophagen und dendritischen Zellen pipettiert. Zugefigt wurden noch der
dendritische Zellen — Wachstumsfaktor GM-CSF (4ng/ml) und 2 Mercaptoethanol
(50uM). Als Positivkontrolle diente eine Probe mit dendritischen Zellen, die durch
Zugabe von SIINFEKL (0,2mM) von auflen mit diesem Peptid beladen wurden und
es so an T-Zellen prasentieren konnten. Die Zellen wurden uber Nacht (17-22h) bei
37°C inkubiert.

Am nachsten Tag wurde die Platte zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Es
folgte eine Fixierung der Zellen mit je 150ul Glutaraldehyd 0,5% in H2O fur 10
Minuten, danach wurden sie einmal mit PBS gewaschen. Die X-Galactosidase-
Farbe-Losung wurde folgendermalien hergestellt:

Ks KaliumEisenZyanid 0,5M 10ul
K4 KaliumEisenZyanid 0,5M 10ul
Magnesiumchlorid 0,2M Sul

Triton 10% 10pl
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10 x PBS 100

X-Galactosidase 40ng/ml 16,8l

H>O 851,6ul

Je 100ul dieser Losung wurde auf die Zellen aufgebracht und die Platte so fur 5-9
Stunden im Brutschrank inkubiert. Dann wurden unter dem Lichtmikroskop die
blauen Zellen pro well ausgezahlt.

2.11 Infektion von Makrophagen mit dem Vaccinia-Virus MVA

1,5 x 10° RAW Zellen wurden in einem 5ml-Réhrchen mit dem Vaccinia-Virus MVA
infiziert. Dazu wurden 7,5 x 10° Viren (das Verhaltnis von Virus zu Zelle betrug also
5:1) mit den in RPMI Medium komplett gelosten RAW Zellen zu einem
Gesamtvolumen von 150ul aufgefullt. Das Réhrchen wurde so fur 1,5 Stunden im
Brutschrank inkubiert und darauf die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Dann
wurden die Zellen (je 5 x 10° RAW pro Loch) in 12-Loch Platten in je 1ml RPMI
komplett ausgesat und fur die angegebenen Zeitraume kultiviert.
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lll. Ergebnisse

1. Zelltod in Makrophagen
1.1 Zelltod in Makrophagen nach Kontakt zu E.coli Bakterien

RAW 264.7 Zellen wurden koinkubiert mit einer E.coli Bakteriensuspension wie unter
Methoden Punkt 2.5.2 beschrieben. Hierbei werden die Bakterien effektiv von den
Makrophagen aufgenommen. Dies konnte bereits demonstriert werden unter
Verwendung von E.coli Bakterien, die grun fluoreszierendes Protein (GFP)
exprimieren (Hacker et al.,, 2002): Nach einstundiger Koinkubation und einem
Waschschritt waren unter dem Fluoreszenzmikroskop zahlreiche Bakterien in den
RAW Zellen zu sehen. Zwei Stunden spater erschien das GFP in vesikularen
Strukturen aggregiert, nach vier Stunden war es in zellularen Kompartimenten um
den Kern herum zu finden. Zu diesem Zeitpunkt waren bereits keine bakteriellen
Strukturen mehr zu erkennen: RAW Makrophagen scheinen also sehr effektiv

innerhalb kurzer Zeit internalisierte Bakterien abbauen zu kbnnen.

1.1.1 Bereits vier bis sechs Stunden nach Bakterienkontakt stirbt ein Teil
der Makrophagen durch Nekrose

Obwohl die E.coli Bakterien noch sehr effektiv abgebaut werden, stirbt ein Grofteil
der RAW Makrophagen nach Phagozytose. Wir unterscheiden den Zelltod durch
Apoptose oder Nekrose. Nekrose zeichnet sich aus als Zelluntergang, der ohne die
typischen apoptotischen Veranderungen in der Morphologie der Zellen stattfindet: Es
kommt unter anderem nicht zur Kernschrumpfung und Chromatinkondensation, die
Zellen nehmen aber aufgrund ihrer defekten Zellmembran Vitalfarbstoffe auf (siehe
Einleitung Punkt 1.1.1 und 1.2.1 und Methoden Punkt 2.5.2). Weiterhin Iasst sich
diese Art des Zelltodes im Gegensatz zur Apoptose nicht blockieren durch
Caspaseninhibition oder Uberexpression von Bcl-2.

Zur Verlaufsuntersuchung der Plasmamembranintegritat wurden die RAW Zellen
nach Phagozytose der Bakterien zu den angegebenen Zeitpunkten mit dem
membranimpermeablen DNA-Farbstoff Propidiumiodid gefarbt. Nur Zellen mit nicht
mehr intakter Plasmamembran, also tote Zellen, nehmen diesen Farbstoff auf. Da
(spat-) apoptotische Zellen weniger Propidiumiodid aufnehmen und binden,

erscheinen sie links der nekrotischen Zellen, die sich je nach Zellzyklusphase und

54



DNA-Menge als zwei Peaks mit starker Propidiumiodidbindung darstellen. Somit
lassen sich durch diese Farbung auch (spat-) apoptotische (geringe Pl-Aufnahme)
von nekrotischen Zellen (normale PIl-Aufnahme) unterscheiden. Fruhapoptotische
Zellen mit noch intakter Plasmamembran nehmen jedoch unter Umstanden gar kein
Propidiumiodid auf.

Bereits vier Stunden nach Inkubation mit Bakterien zeigte ein groRer Prozentsatz der
RAW Zellen eine deutliche Propidiumiodidaufnahme. Innerhalb der propidiumiodid-
positiven Population weist der Groldteil der Zellen eine normale Pl-Aufnahme auf
(Marker B), ein Hinweis auf nekrotischen Zelltod. Zu diesem Zeitpunkt ist die Anzahl
der apoptotischen Zellen (Marker A) noch gering (Abbildung 1A).

Auch in einer Farbung mit den Vitalfarbstoffen Eosin und Trypanblau, die nur in
Zellen mit nicht mehr intakter Membran permeieren und sie damit anfarben kdnnen
Iasst sich dieser frihe Zelltod beobachten: Sechs Stunden nach Phagozytose der
Bakterien nimmt eine grof3e Zahl der Makrophagen diese Farbstoffe auf (Abbildung

1B).
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Abbildung 1: Elektronenmikroskopische Darstellung der Nekrose in RAW Makrophagen nach
Koinkubation mit Bakterien

1A Je 5 x 10° RAW Zellen wurden unbehandelt belassen oder fiir eine Stunde mit einer Suspension
von E.coli Bakterien koinkubiert und zu den angegebenen Zeitpunkten nach einer weiteren Inkubation
unter normalen Kulturbedingungen mit Propidiumiodid gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert,
Marker A: sub-G1-peak: (spat-) apoptotische Zellen, Marker B: nekrotische Zellen (Erklarung siehe
Text); 1B 5 x 10° RAW Zellen wurden nativ oder 6 Stunden nach Koinkubation mit Bakterien mit den
Vitalfarbstoffen Eosin  (schwarzer Balken) und Trypanblau (weiller Balken) angefarbt.
Lichtmikroskopisch ausgezahlt wurden jeweils mindestens 300 Zellen, angegeben ist der Prozentsatz
der Farbstoff aufnehmenden Zellen 1C-H RAW bzw. RAWBCcI-2 Zellen wurden unbehandelt gelassen
(1C und D) oder mit Bakterien koinkubiert (1E, F, G und H) und nach 8 Stunden
elektronenmikroskopisch untersucht: 1C/D: intakte unbehandelte RAW Makrophagen, 1E: beginnende
Desintegration der Plasmamembran (Pfeile), mit VergroRerung des angegebenen Ausschnitts in 1E,
1G/H: nahezu komplette Desintegration zweier RAW Zellen mit Freisetzung von Zytoplasma und
Organellen

Um die Morphologie der Zellen genauer beurteilen zu koénnen, wurden RAW
Makrophagen nach Behandlung mit E.coli Bakterien unter dem Elektronenmikroskop
analysiert. Wahrend sich in unbehandelten RAW (Abbildung1C) beziehungsweise
RAW Bcl-2 (Abbildung 1D) Zellen die Zellplasmamembran noch als intakt und
durchgehend erweist, verliert ein Grof3teil der Zellen dieses Merkmal acht Stunden
nach Inkubation mit Bakterien: In Zellen in friheren Stadien der Nekrose
(Abbildungen 1E mit Vergréerung des Rahmens 1F) erscheint die Plasmamembran
desintegriert und aufgeschlossen, im fortgeschrittenem Stadium (Abbildungen 1G
und 1H) zeigen die Zellen einen kompletten Verlust der Zellmembran mit Freisetzung
des Zytoplasmas und der Organellen. Dies geschieht jedoch in Abwesenheit von
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morphologischen Merkmalen apoptotischer Zellen wie einer Kondensation des

Chromatins im Kern: Die Zellen sterben durch Nekrose.
1.1.2 Zu spateren Zeitpunkten nach Bakterienkontakt tritt Apoptose auf

Wahrend in den ersten sechs bis acht Stunden nach Koinkubation mit E.coli
Bakterien hauptsachlich Nekrose in den behandelten Makrophagen auftritt, kann zu
spateren Zeitpunkten auch eine gro3e Zahl apoptotischer Zellen nachgewiesen
werden.

Dies konnte anhand der Kernmorphologie der RAW Zellen nach Behandlung mit
Bakterien im Zeitverlauf verfolgt werden: Nach einer Farbung der Zellen mit dem
interkalierenden DNA-Farbstoff Hoechst 33342 wurden sie unter dem

Fluoreszenzmikroskop nach ihrer Kernstruktur ausgewertet.
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Abbildung 2: Apoptose in Makrophagen nach Koinkubation mit Bakterien

Je 5 x 10° RAW264.7 Zellen wurden unbehandelt (2A) oder zu den angegebenen Zeitpunkten nach
Koinkubation mit Bakterien (2B-D) mit dem interkalierenden Farbstoff Hoechst 33342 angefarbt und
unter dem Fluoreszenzmikroskop photographiert: 2A/B: normale Kernmorphologie unbehandelter und
nekrotischer Zellen 8 Stunden nach Bakterienkontakt, 2C/D: typische apoptotische Kernmorphologie
22 Stunden nach Koinkubation mit Bakterien. 2E: Bei wie oben behandelten Zellen wurde der Anteil
der apoptotischen Zellen zu den angegebenen Zeitpunkten anhand der Kernmorphologie bestimmt:
Lichtmikroskopisch ausgezahlt wurden pro Probe mindestens 300 Zellen, angegeben ist der Mittelwert
und die Standardabweichung aus drei gleich behandelten Proben.
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In unbehandelten RAW Makrophagen erkennt man in den blau angefarbten Kernen
eine normale Chromatinverteilung (Abbildung 2A). Dies andert sich nicht bis zu acht
Stunden nach Phagozytose der Bakterien, bis zu diesem Zeitpunkt treten kaum
apoptotische Zellen auf (Abbildung 2B und 2E). Die hier bereits vorhandenen
nekrotischen Zellen unterscheiden sich in ihrem Chromatinmuster nicht von vitalen
Zellen. Bei Beobachtung der Zellen 22 Stunden nach Koinkubation mit Bakterien
andert sich das Bild jedoch. Ein Groldteil der Zellen weist nun die typischen
Morphologie apoptotischer Zellen auf: Die Kerne erscheinen kondensiert und
fragmentiert, das Chromatin ist verdichtet zu einem typischen Muster (Abbildung
2C/D). Quantitativ ausgewertet erreicht die Apoptoserate zu diesen Zeitpunkten
Werte von 50-80 Prozent (Abbildung 2E).

Als weiteren Nachweis fur den Zelltod durch Apoptose konnte bereits in den mit
Bakterien behandelten RAW Zellen Caspase 3- und Caspase 9- Prozessierung und
auch Aktivierung detektiert werden (Hacker et al., 2002).

Im Rahmen einer zellularen Antwort auf die Phagozytose von niedrig pathogenen
E.coli Bakterien beobachten wir somit in Makrophagen sowohl Nekrose als auch
Apoptose. Ob diese beiden Prozesse jedoch unabhangig voneinander ablaufen und
in einer Zelle beide Zelltodformen nebeneinander auftreten kdnnen, ist zu diesem

Zeitpunkt nicht klar.

1.1.3 Apoptose und Nekrose: Ist ein Nebeneinander dieser beiden Prozesse

moglich?

Nekrose und Apoptose kdnnen in unserem experimentellen System nicht nur durch
ihre verschiedenen Merkmale unterschieden werden, sondern sie treten auch zu
unterschiedlichen Zeitpunkten auf. Bis zu acht Stunden nach Inkubation mit
Bakterien dominiert Nekrose, anschliel3end nimmt der Anteil apoptotischer Zellen zu.
Bei der Quantifizierung beider Formen des Zelltodes in einem Experiment erreicht die
Nekroserate unter den RAW Makrophagen sechs Stunden nach Bakterienkontakt
Werte von 30 bis 60 Prozent. Nach 24 Stunden finden sich bei Auswertung der
Morphologie der Zellen zu 50 bis 80 Prozent apoptotische Kerne. Ein Beispiel eines
derartigen Experiments zeigt Abbildung 3C. Hier fallt auf, dass sich die fruh-

nekrotischen und die spat-apoptotischen Zellen zu einem Prozentsatz von weit Uber
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100% addieren. Dies wirft die Frage auf, ob es moglich ist, dass Zellen, die bereits
Merkmale der Nekrose aufweisen, noch aktiv den Signaltransduktionsweg der

Apoptose in Gang setzen kdnnen.
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Abbildung 3: Apoptose und Nekrose in Makrophagen nach Koinkubation mit Bakterien

3A/B: RAW Zellen wurden fir eine Stunde mit E.coli Bakterien koinkubiert und nach weiteren 24
Stunden elektronenmikroskopisch analysiert: Komplette Desintegration zweier RAW Zellen mit Verlust
der Plasmamembran und gleichzeitig kondensiertem Chromatin im Zellkern (Pfeile). Dazu im
Vergleich normale Chromatinstruktur einer angrenzenden intakten Zelle (gestrichelter Pfeil).

3C Je 5 x 10° RAW Zellen wurden fiir eine Stunde mit Bakterien koinkubiert. Nach 6 Stunden weiterer
Kultivierung unter normalen Bedingungen wurde der Anteil der nekrotischen Zellen durch eine Eosin-
Farbung, nach 24 Stunden die Apoptoserate durch eine Farbung mit dem Farbstoff Hoechst 33342
bestimmt. Licht- bzw. fluoreszenzmikroskopisch ausgezahlt wurden pro Probe mindestens 300 Zellen,
angegeben ist die Zelltodrate mit Mittelwert und Standardabweichung aus 3 Proben.

Auffallend in diesem Zusammenhang sind Beobachtungen aus der
Elektronenmikroskopie. Der Grofteil der toten RAW Zellen hier zeichnet sich acht
und 24 Stunden nach Behandlung mit E.coli Bakterien entweder durch
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morphologische Merkmale apoptotischer oder nekrotischer Zellen aus. Doch sind
hier auch Zellen zu finden, die weder dem einen noch dem anderen Zelltod
zugewiesen werden konnen, da sie sowohl apoptotische als auch nekrotische
Merkmale aufweisen (Abbildung 3A und 3B): Bei diesen Zellen ist die
Plasmamembran eindeutig zerstort, Organellen und Zytoplasma treten aus. Doch
neben diesem Hinweis auf einen nekrotischen Zelltod scheint die Morphologie des
Kernes mehr zu der einer apoptotischen Zelle zu passen: Das Chromatin ist
verdichtet und konzentriert sich am Rand des ursprunglichen Kerns. Eine derartige
Zelle wurde unserer Definition nach in beide Kategorien des Zelltodes passen. Ob
dies primar nekrotische Zellen sind, die sekundar noch dem Prozess der Apoptose

unterliegen, muss jedoch noch endgultig geklart werden.

1.1.4 Apoptose, aber nicht Nekrose kann blockiert werden durch
Caspaseninhibition oder Uberexpression von Bcl-2

Methoden zur Blockade von Apoptose sind seit langer Zeit bekannt. Ob eine
Verhinderung von Apoptose auch Einfluss auf den Zelltod durch Nekrose hat, haben
wir experimentell in zwei Ansatzen untersucht:

Zum einem wurde der Caspaseninhibitor z-VAD.fmk verwendet, der an alle
bekannten Caspasen bindet und deren Aktivitat dadurch blockiert. Wie erwartet,
konnte dadurch der Anteil der apoptotischen Zellen 22 Stunden nach Koinkubation
mit E.coli Bakterien deutlich verringert werden: In einer Propidiumiodid-Farbung
dieser Zellen erscheint der ,subG1“-Peak der apoptotischen Zellen (links der
nekrotischen Zellen, unter dem Marker A) in Anwesenheit von z-VAD.fmk stark
reduziert (siehe Abbildung 4A). Auffallend ist, dass zwar Apoptose unter diesen
Bedingungen effektiv blockiert werden kann, der Anteil der Uberhaupt Propidiumiodid
aufnehmenden und somit toten Zellen sich aber keineswegs verringert: Hier scheinen
mehr Zellen durch Nekrose zu sterben.

Da mitochondriale Prozesse der Apoptose im Signaltransduktionsweg proximal der
Caspasenaktivierung stattfinden, konnen diese unter Verwendung von
Caspaseninhibitoren nicht beeinflusst werden. Um auch diese mitochondrialen
Veranderungen inhibieren zu kénnen, wurden RAW Zellen verwendet, die das anti-
apoptotische Protein Bcl-2 Uberexprimieren. Apoptose in diesen Zellen (bestimmt
anhand der Kernmorphologie) erscheint 22 Stunden nach Behandlung mit Bakterien

60



fast komplett blockiert (siehe Abbildung 4B). Die Zellen werden jedoch als Hinweis
auf trotzdem stattfindenden Zelltod effektiv von Phagozyten wie dendritischen Zellen
aufgenommen (siehe Punkt 2.2.2, Abb.10D). Auch konnte ein Verlust der Integritat

der Plasmamembran nachgewiesen werden (Hacker et al., 2002).
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Abbildung 4: Nukleare Apoptose, aber nicht der Verlust der Plasmamembran-Integritat kann durch
Caspasen-Inhibition oder Uberexpression von Bcl-2 blockiert werden

4A: RAW Zellen wurden mit einer Suspension aus E.coli Bakterien flr eine Stunde koinkubiert. Die
Bakterien wurden durch Waschen mit PBS entfernt, und die Zellen wurden fiir 22 Stunden in der An-
oder Abwesenheit des Caspaseninhibitors z-VAD.fmk weiter kultiviert. Die Zellen wurden mit
Propidiumiodid gefarbt und ohne Fixierung durchflusszytometrisch analysiert: Apoptotische Zellen
(Marker A, sub-G1-Peak) binden weniger Propidiumiodid als nekrotische Zellen rechts (Marker B). 4B:
RAW Zellen und Bcl-2 — Uberexprimierende RAW-Zellen wurden unbehandelt belassen oder fir 1
Stunde mit E.coli Bakterien inkubiert und nach weiteren 22 Stunden mit dem Hoechst-Farbstoff
angefarbt und nach ihrer Kernmorphologie unter dem Fluoreszenzmikroskop analysiert: Ausgezahit
wurden pro Probe mindestens 300 Zellen, angegeben ist der Mittelwert und die Standardabweichung
aus zwei gleich behandelten Proben.

Diese Ergebnisse stutzen die Hypothese, dass der beobachtete nekrotische Zelltod

in Makrophagen ein von der Apoptose unabhangiger Vorgang ist.
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1.1.5 Durch hitzeinaktivierte E.coli Bakterien kann zwar Nekrose, aber nicht

Apoptose in Makrophagen ausgelost werden

Durch Inkubation von E.coli Bakterien fur 30 Minuten bei 65°C werden tiber 99% der

Bakterien abgetotet. Diese hitzeinaktivierten Bakterien werden kaum noch von RAW

Makrophagen aufgenommen, wahrscheinlich, weil bestimmte Oberflachenstrukturen

der Zellen zerstort wurden (Hacker et al., 2002).

Inkubation von RAW Zellen mit hitzeinaktivierten Bakterien fiihrt nicht mehr zur

Auslosung von signifikanten Apoptoseraten nach 22 Stunden: Im Gegensatz zur

Verwendung unbehandelter Bakterien ist die Apoptoserate stark vermindert (siehe

Abbildung 5A und Hacker et al., 2002).
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Abbildung 5: Hitzeinaktivierte Bakterien
Makrophagen

induzieren Nekrose, aber

»
»

nicht Apoptose

in RAW
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RAW Zellen wurden unbehandelt belassen oder mit normalen oder hitzeinaktivierten (bei 65°C fir 30
Minuten) Bakterien fir eine Stunde inkubiert. 5A: 22 Stunden nach Koinkubation wurden die Zellen
gesammelt, mit dem Hoechst-Farbstoff gefarbt und unter dem Fluoreszenzmikroskop nach ihrer
Kernmorphologie ausgewertet. Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung aus
Doppelproben, in denen jeweils mindestens 300 Zellen ausgezahlt wurden. 5B: Sechs Stunden nach
Bakterienkontakt wurden die Zellen gesammelt, die Integritat der Plasmamembran wurde durch die
Farbstoffe Eosin und Trypanblau geprift. Der Anteil der die jeweiligen Farbstoffe aufnehmenden
Zellen an mindestens 300 ausgezahlten Zellen ist dargestellt. 5C: Sechs Stunden nach Koinkubation
mit Bakterien wurden die RAW Zellen mit Annexin V-FITC und Propidiumiodid gefarbt und
durchflusszytometrisch analysiert. Angegeben sind die Prozentsatze der Pl-positiven bzw. Pl und
Annexin-positiven Zellen.

Dies wirft die Frage auf, ob eine erfolgreiche Phagozytose von Bakterien auch
notwendig fur die Auslosung des Zelltods durch Nekrose ist. Bei der Untersuchung
der Vitalitat der Zellen in Hinsicht auf intakte Zellmembranen fanden sich hier jedoch
sowohl bei unbehandelten als auch bei hitzeinaktivierten Bakterien sechs Stunden
nach Bakterienkontakt vergleichbare Zelltodraten in Makrophagen (Abbildung 5B und
5C): Hitzeinaktivierung verandert also nicht die Potenz der Bakterien, in
Makrophagen Nekrose zu induzieren.

Eine erfolgreiche Phagozytose von Bakterienbestandteilen scheint somit nicht

Voraussetzung fur den fruhen Zelltod durch Nekrose zu sein.

1.1.6 Der nekrotische Zelltod in RAW Makrophagen nach Bakterienkontakt

konnte mit butyliertem Hydroxyanisol nicht blockiert werden

Wie unter Punkt 1.1.4 beschrieben, ist es moglich, den Prozess der Nekrose in
Makrophagen nach Bakterienkontakt zu isolieren, indem man die Apoptose blockiert.
Ob auch der Zelltod durch Nekrose zuverlassig verhindert werden kann, ist derzeit
nicht klar. Die Mechanismen, die zu Nekrose fuhren, sind bis heute nicht im Detail
bekannt. Dennoch konnten in einzelnen Fallen chemische Substanzen identifiziert
werden, mit deren Hilfe unter bestimmten Umstadnden Nekrose blockiert wird. Zu
diesen Substanzen gehort butyliertes Hydroxyanisol (BHA), Pyrrolidindithiocarbamat
(PDTC) und Glycin. Es wurde gezeigt, dass in Gegenwart von BHA sowohl TNF-
induzierter (Yeh et al., 2000) als auch CD95-induzierter nekrotischer Zelltod
erfolgreich blockiert werden konnte (Vercammen et al., 1998b). Auch PDTC schutzte
vor Caspasen-unabhangigem CD95-abhangigem Zelltod (Matsumura et al., 2000).
Glycin, ein lonen-Kanal-Blocker, blockierte erfolgreich Nekrose nach einem durch
ATP-Entzug oder Hypoxie entstandenem Zellschaden (Dong et al., 1997; Frank et
al., 2000).
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Bei dem Versuch, den frihen nekrotischen Zelltod von Makrophagen nach
Inkubation mit E.coli Bakterien durch BHA zu inhibieren, konnte keine Verringerung
der Rate der Zellen mit nicht mehr intakter Membran sechs Stunden nach
Bakterienkontakt beobachtet werden (siehe Abbildung 6). Auch der Einsatz von
PDTC und Glycin fuhrte nicht zu einer signifikanten Eindammung der Nekroserate
(Kirschnek et al., 2004).
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Abbildung 6: BHA bewirkt keine Blockierung des nekrotischen Zelltods

5 x 10° RAW Zellen wurden fiir eine Stunde mit Bakterien inkubiert, die Bakterien durch Waschen
entfernt und die Zellen weiter in An- oder Abwesenheit von butyliertem Hydroxyanisol (BHA, 50uM)
kultiviert. Nach sechs Stunden wurde der Anteil der Zellen, die die Plasmamembran-Integritat verloren
haben, durch Farbung mit Eosin bestimmt. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus
Doppelproben, in denen jeweils mindestens 300 Zellen lichtmikroskopisch ausgezahlt wurden.

1.2 Zelltod nach Infektion mit dem Vaccinia-Virus MVA

Verschiedene Viren konnen der gegen sie gerichteten Immunantwort des Wirtes
entgehen. Dies geschieht zum Beispiel durch Verhinderung von Apoptose in
Wirtszellen, durch die virusinfizierte Zellen aus dem Organismus eliminiert werden
sollen. Ein Beispiel fur ein Virus mit derartigen Fahigkeiten ist das Vaccinia Virus
MVA (modified vaccinia virus Ankara), Mitglied der Familie der Pockenviren: Hier
scheint ein als F1L bezeichnetes Protein an der Inhibition von Apoptose beteiligt zu
sein (Wasilenko ST, Proc Natl Acad Sci USA, 2003). Bei Ausschaltung des Gens,
das fur dieses Protein kodiert, wird Apoptose induziert. Die antiapoptotische Wirkung
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von F1L vollstreckt sich dabei wahrscheinlich auf mitochondrialer Ebene: Neueste
Ergebnisse weisen hier auf eine Interaktion mit BH3-Domanen enthaltenden
proapoptotischen Proteinen hin (Fischer SF et al., Cell Death and Differentiation
2005, epub July 89).
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Abbildung 7: MVA-Vaccinia-Viren induzieren Nekrose in RAW264.7 Zellen und priméaren
Knochenmarksmakrophagen

1,5 x 10° RAW Zellen (7A/B) oder primare Knochenmarksmakrophagen (7C/D) wurden unbehandelt
belassen (Kontrolle) oder mit MVA-Vaccinia-Viren in einem Zell-zu-Virus - Verhaltnis von 1:5 wahrend
eines Zeitraums von 1,5 Stunden infiziert. Die Zellen wurden dann gewaschen und weiter unter
normalen Bedingungen kultiviert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen gesammelt und
mit dem Vitalfarbstoff Eosin zur Uberpriifung auf eine Unversehrtheit der Plasmamembran gefarbt
(TA/C). Zur gleichen Zeit erfolgte eine Farbung mit dem Hoechst-Farbstoff zur Bestimmung der
Apoptoserate (7B/D). Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung aus Doppelproben, in
denen jeweils mindestens 300 Zellen licht- bzw. fluoreszenz-mikroskopisch ausgezahlt wurden.

In unserem bakteriellen Infektionsmodell beobachten wir Apoptose und Nekrose in
Makrophagen nach Aufnahme niedrig pathogener E.coli Bakterien. In den bisherigen
Experimenten wurde unter kinstlichen in vitro Bedingungen durch

Caspaseninhibition und Uberexpression von Bcl-2 Apoptose inhibiert, trotzdem trat
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der Zelltod durch Nekrose auf. Wir haben nun dieses Infektionsmodell des Vaccinia-
Virus gewahlt, um zu uberprufen, ob in diesem System, in dem auf ,naturliche” Weise
Apoptose inhibiert wird, trotzdem Zelltod durch Nekrose stattfindet.

Zu diesem Zweck wurden sowohl RAW Makrophagen (Abbildung 7A/7B) als auch
primare Makrophagen (hergestellt aus dem Knochenmark von Mausen, Abbildung
7C/7D) fur 1,5 Stunden mit dem MVA Vaccinia Virus koinkubiert und die Zellen dann
nach einem Waschschritt weiter kultiviert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde
sie sowohl auf Integritat der Zellmembran als Hinweis auf Zelltod (Abbildung 7A/7C)
als auch auf Apoptose anhand der Kernmorphologie (Abbildung 7C/7D) untersucht.
Hierbei fallt auf, dass die Apoptoseraten nach Infektion mit dem Virus wie erwartet
sehr gering bleiben, die Zellen jedoch trotzdem Vitalfarbstoffe aufnehmen: Inhibition
der Apoptose scheint also nicht den Zelltod an sich verhindern zu kdnnen.

2. Aufnahme toter Makrophagen durch phagozytierende Zellen

2.1 Dendritische Zellen konnen effektiv tote Zellen in ihrer Umgebung

aufnehmen

Tote Zellen werden in vivo schnell und effektiv von Phagozyten aufgenommen. Gut
erforscht ist der Mechanismus der Aufnahme von Zellen, die durch Apoptose
sterben. Eine Reihe von Oberflachenveranderungen auf den zugrunde gehenden
Zellen und die zugehorigen Rezeptoren sind hier bekannt (siehe Einleitung Punkt
2.1). Doch auch nekrotische Zellen scheinen erfolgreich aufgenommen und beseitigt
werden zu konnen. Einzelheiten Uber Mechanismen, Zeitpunkt und Effektivitat der
Aufnahme sind jedoch noch unklar. Auch wurde Nekrose in den meisten
veroffentlichen Modellen durch ,unphysiologische® Methoden wie zum Beispiel
mehrfaches Gefriertauen einer Zellsuspension erreicht. In unserem System jedoch
tritt Nekrose (neben Apoptose) unter ,naturlichen® Bedingungen, namlich wahrend
einer bakteriellen Infektion, auf. Aul3erdem besteht die Moglichkeit, die Prozesse der
Nekrose von denen der Apoptose zu trennen oder ein nebeneinander beider Arten
des Zelltodes zuzulassen und dabei Auswirkungen auf die Effizienz der Aufnahme zu
untersuchen. Zu diesem Zweck wurde sowohl in RAW Makrophagen als auch in
primaren  Makrophagen unter entsprechenden  Bedingungen  Apoptose
beziehungsweise Nekrose induziert, die Zellen wurden daraufhin mit Phagozyten

66



koinkubiert. Als phagozytierende Zellen wurden sowohl dendritische Zellen (die Maus
DC Linie D2SC/1 und primare DC hergestellt aus dem Knochenmark von Mausen)
als auch Makrophagen (die Mausmakrophagenzelllinien RAW 264.7 und J774)
verwendet.

Um die Aufnahme der toten Zellen verfolgen zu kénnen, wurden beide Zelltypen vor
Zelltodinduktion und Koinkubation mit zwei unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen
gefarbt, und die Zellen wurden anschlieBend durchflusszytometrisch analysiert.
Hierbei wurde der Anteil der doppelt positiven Zellen bestimmt: Diese Zellen, die
beide Farbstoffe enthalten, stellen (lebende) Phagozyten dar, die totes umliegendes

Material (angefarbt mit dem anderen Farbstoff) aufgenommen haben.
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Abbildung 8: Aufnahme von mit E.coli Bakterien behandelten RAW264.7 Zellen durch dendritische
Zellen

8A: RAW Zellen wurden griin gefarbt (PKH67) und entweder unbehandelt belassen oder mit E.coli
Bakterien inkubiert. Obere Bilder: Nach 22 Stunden wurden 5 x 10° RAW Zellen zu einer Kultur rot
gefarbter (PKH26) dendritischer Zellen (2,5 x 105) der Zelllinie D2SC/1 hinzugefiigt und fir zwei
Stunden koinkubiert. Die Zellen wurden fixiert und per Durchflusszytometrie analysiert. Untere Bilder:
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Nach 22 Stunden wurden die RAW Zellen (5 x 105) zu primaren Knochenmarks- dendritischen Zellen
(2,5 x 10°) in 12-Loch-Platten hinzugefiigt. Nach zwei Stunden Koinkubation wurden die Kulturen mit
anti-CD11c-PE gefarbt, um die dendritischen Zellen zu identifizieren, dann fixiert und
durchflusszytometrisch analysiert. 8B/C/D: Konfokale Mikroskopie: Mit dem Farbstoff PKH67 griin
gefarbte RAW Zellen wurden unbehandelt belassen (8B) oder fiir eine Stunde mit E.coli Bakterien
koinkubiert (8C/D), auf ,coverslips® ausgesat und unter normalen Bedingungen kultiviert. Nach 24
Stunden wurden rot gefarbte (PKH26) D2SC/1 Zellen hinzugefiigt. Nach zwei Stunden Koinkubation
wurden die Zellen fixiert und unter einem konfokalen Mikroskop photographiert. Die schwarzen Pfeile
weisen auf griines Material von griinen toten RAW Zellen innerhalb zweier dendritischer Zellen.

Wurden unbehandelte RAW Zellen fur zwei Stunden mit dendritischen Zellen
koinkubiert, wurde eine nur geringe Zahl an doppelt positiven Signalen beobachtet.
Wenn die RAW Makrophagen dagegen 22 Stunden nach Exposition zu E.coli
Bakterien mit den dendritischen Phagozyten kokultiviert wurden, stieg die Zahl der
doppelt positiven Zellen stark an: Die dendritischen Zellen (sowohl die Zelllinie
D2SC/1 als auch primare DC) hatten erfolgreich wahrend der zweistindigen
Koinkubation tote Makrophagen aufgenommen (Abbildung 8A).

Dieses Ergebnis konnte auch bei Beobachtung der koinkubierten Zellen unter dem
konfokalen Mikroskop bestatigt werden: Wahrend unbehandelte grine RAW
Makrophagen Seite an Seite zu roten D2SC/1 dendritischen Zellen liegen (Abbildung
8B), finden sich nach Koinkubation mit toten RAW Zellen nach Bakterienexposition
grune Partikel dieser Zellen im Zytoplasma der roten intakten dendritischen Zellen
(Abbildung 8C/8D).

2.1.1 Aufnahme apoptotischer Zellen

Die Population gemischt apoptotisch-nekrotischer Zellen wird somit erfolgreich von
dendritischen Zellen aufgenommen. Wahrend wir in unserem experimentellen
System Apoptose nach Bakterienkontakt effektiv inhibieren konnen (siehe Punkt
1.1.4) und den nekrotischen Zelltod somit isoliert betrachten konnen, gelang bis jetzt
keine Blockade der Nekrose (siehe Punkt 1.1.6). Wir haben deswegen die
apoptoseauslosende Funktion von UV-Strahlung genutzt, um auch eine Population
(annahernd) rein apoptotischer Zellen zu erzeugen und die Aufnahme dieser Zellen
durch Phagozyten untersuchen zu kdnnen.

RAW Zellen wurden in proteinfreiem Medium bestrahlt und fir die angegebenen
Zeitraume weiter unter normalen Bedingungen kultiviert. Dann wurden die jeweiligen
Apoptoseraten unter Auswertung der Kernmorphologie in einer Hoechst-Farbung
bestimmt: Bereits nach 12 Stunden konnten dabei Uber 80% apoptotische Zellen
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beobachtet werden (Abbildung 9A). Bei Koinkubation der bestrahlten RAW
Makrophagen mit D2SC/1 dendritischen Zellen war eine zunehmend bessere
Aufnahme der toten Zellen im Zeitverlauf zu sehen: Die steigende Zahl der
apoptotischen Makrophagen wurde rasch von den dendritischen Zellen wahrend der
zweistindigen Koinkubation phagozytiert (Abbildung 9B).
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Abbildung 9: Aufnahme UV-bestrahlter apoptotischer RAW Zellen durch dendritische Zellen

RAW Zellen wurden griin geféarbt éPKH67) und unter serumfreien Bedingungen eine Minute einer UV-
Strahlung ausgesetzt (~1600J/ m“). Zu den angegeben Zeitpunkten nach UV-Bestrahlung wurde der
Anteil der apoptotischen Kerne durch Hoechst-Farbung und lichtmikroskopische Auswertung bestimmt
(9A und 9B schwarze Balken). Mindestens 300 Zellen pro Probe wurden ausgezahlt. Die Daten der
Dopelbalken stammen aus zwei verschiedenen Experimenten. 9B: Zu den angegebenen Zeitpunkten
wurden die grin gefarbten RAW Zellen mit rot gefarbten (PKH26) D2SC/1 Zellen fir zwei Stunden
koinkubiert, fixiert und durchflusszytometrisch analysiert. Angegeben (weille Balken) ist der
Prozentsatz der D2SC/1 Zellen, die griines Material aus toten RAW Zellen enthalten, als Mittelwert
und Standardabweichung aus Dreifachproben. Die Ergebnisse sind angegeben als Prozentsatz der
aufgenommenen RAW Zellen (weile Balken): Dieser wurde berechnet als Anteil der PKH67/PKH26
doppelt positiven Zellen an allen PKH67 positiven (also RAW) Zellen (Mittelwert und
Standardabweichung aus Dreifachproben).

2.1.2 Aufnahme nekrotischer Zellen

Wie bereits unter Punkt 1.1.1 und 1.1.2 ausgeflhrt, stirbt ein Grofteil von
Makrophagen in den ersten sechs bis acht Stunden nach Koinkubation mit E.coli
Bakterien durch Nekrose, erst zu spateren Zeitpunkten tritt auch Zelltod in Form von
Apoptose auf (Abbildung 10A, schwarze Balken). Wurden die so behandelten RAW
Zellen zu den jeweiligen Zeitpunkten mit dendritischen Zellen koinkubiert, wurden sie
bereits sechs bis acht Stunden nach Bakterienkontakt deutlich von den dendritischen

Zellen aufgenommen: Die zu diesen Zeitpunkten vorhandenen nekrotischen Zellen
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werden somit erfolgreich und schnell beseitigt. Auffallend ist auch, dass sich das
Ausmal® der aufgenommenen Zellen bei einer langeren Wartezeit nach
Bakterienexposition nicht mehr signifikant steigern lasst: Die Aufnahme der
nekrotischen Zellpopulation acht Stunden nach Koinkubation mit Bakterien ist ahnlich
effektiv wie die der gemischt nekrotisch-apoptotischen Zellen nach 22 Stunden
(Abbildung 10A, weil3e Balken). Eine ahnlich gute Aufnahme konnte bei Verwendung
nekrotischer primarer Makrophagen (hergestellt aus dem Knochenmark von Mausen)
nach Bakterienkontakt festgestellt werden (Abbildung 10B).
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Abbildung 10: Nekrose ist ausreichend fiir die Aufnahme von RAW Zellen durch dendritische Zellen.

10A: Apoptose und Aufnahme im Zeitverlauf. Mit PKH67 gefarbte RAW Zellen wurden fiir eine Stunde
mit E.coli Bakterien inkubiert, zu den angegebenen Zeitpunkten nach Bakterienkontakt mit dem
Hoechst-Farbstoff gefarbt. Der Anteil der apoptotischen Kerne wurde bestimmt (schwarze Balken). Zur
gleichen Zeit wurden die RAW Zellen gesammelt und mit einer Kultur PKH26 gefarbter D2SC/1 Zellen
fir zwei Stunden koinkubiert. Nach Fixation wurde die Aufnahme durchflusszytometrisch analysiert
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(weil’e Balken). Die Ergebnisse sind angegeben als Prozentsatz der aufgenommenen RAW Zellen:
Dieser wurde berechnet als Anteil der PKH67/PKH26 doppelt positiven Zellen an allen PKH67
positiven (also RAW) Zellen (Mittelwert und Standardabweichung aus Dreifachproben). 10B:
Aufnahme primarer Makrophagen: Primare PKH67 gefarbte Knochenmarksmakrophagen (BMDM)
wurden unbehandelt belassen oder wie oben mit E.coli inkubiert und nach sechs Stunden mit PKH26
gefarbten D2SC/1 Zellen fir zwei Stunden kokultiviert. Dargestellt ist die durchflusszytometrisch
analysierte Aufnahme der Makrophagen nach Fixation, Mittelwert und Standardabweichung aus
Doppelproben. 10C: RAW Zellen gefarbt mit dem Farbstoff PKH67 wurden mit normalen oder
hitzebehandelten Bakterien inkubiert. Nach Bakterienkontakt wurden sie in An- oder Abwesenheit des
Caspaseninhibitors z-VAD.fmk kultiviert. Nach 22 Stunden wurde die Apoptoserate durch Auszahlen
der Kernmorphologie bestimmt (schwarze Balken), zur Analyse der Aufnahme wurden die Zellen wie
oben mit D2SC/1 Zellen koinkubiert und analysiert (weife Balken, Mittelwert und Standardabweichung
aus Dreifachwerten). 10D: Bcl-2 verhindert Bakterien-induzierte Apoptose aber nicht die Aufnahme
durch DC. Normale oder Bcl-2 Uberexprimierende RAW Zellen wurden mit PKH67 gefarbt und
unbehandelt gelassen oder mit Bakterien inkubiert. Nach 22 Stunden wurde der Anteil der
apoptotischen Kerne fluoreszenzmikroskopisch nach Hoechst-Farbung bestimmt (schwarze Balken),
die Zellen wurden wie oben fiir zwei Stunden mit PKH26 gefarbten D2SC/1 Zellen kokultiviert, fixiert
und durchflusszytometrisch analysiert (Mittelwert und Standardabweichung aus Dreifachwerten, weil3e
Balken).

Auch unter anderen Nekrose-induzierenden Bedingungen wurde die Aufnahme
dieser Zellen untersucht. So wurde zum einen die durch E.coli Bakterien ausgeldste
Apoptose durch Verwendung des Caspaseninhibitors z-VAD.fmk blockiert. Zum
anderen wurden hitzeinaktivierte Bakterien zur Koinkubation verwendet. In beiden
Fallen sind die auftretenden Apoptoseraten sehr gering, der Zelltod durch Nekrose
findet jedoch unverandert statt. Die so behandelten nekrotischen Zellen wurden
effektiv von dendritischen Zellen aufgenommen (Abbildung 10C).

Auch Bcl-2 exprimierende RAW-Zellen, in denen die Apoptoserate nach Exposition
zu Bakterien im Vergleich zu normalen RAW Zellen stark verringert ist (siehe
Abbildung 4B und Abbildung 10D, schwarze Balken), wurden wegen des trotzdem
stattfindenden nekrotischen Zelltods von dendritischen Zellen phagozytiert
(Abbildung 10D, weil3e Balken).

Das gleiche gilt fur RAW Makrophagen, die mit dem MVA Vacciniavirus infiziert
wurden: Diese Zellen, in denen zwar Apoptose blockiert ist, nekrotischer Zelltod aber
trotzdem stattfindet (siehe Punkt 1.2), werden von dendritischen Zellen

aufgenommen (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Nekrotische Zellen nach Infektion mit MVA-Vaccinia-Viren werden von dendritischen
Zellen aufgenommen

PKH67-gefarbte RAW Zellen wurden fiir 1,5 Stunden in einem Zell-zu-Virus — Verhaltnis von 1:5 mit
MVA-Vaccinia-Viren infiziert, gewaschen und nach 48 Stunden mit PKH26 gefarbten D2SC/1 Zellen
fur zwei Stunden kokultiviert. Die Zellen wurden dann fixiert und der Anteil der aufgenommenen RAW
Zellen wurde durchflusszytometrisch bestimmt (Mittelwert und Standardabweichung aus
Dreifachproben).

Der Zelltod durch Nekrose scheint somit ausreichend fur eine effektive und schnelle
Beseitigung dieser Zellen zu sein.

2.1.3 MAP-Kinase- und Proteasom-Inhibitoren haben Einfluss auf die
Apoptoseraten in E.coli behandelten Makrophagen, jedoch nicht auf deren
Aufnahme durch dendritische Zellen

MAP Kinasen wie die Familie der p38 Kinasen, spielen eine wichtige Rolle in der
Aktivierung einer Immunantwort, da sie unter anderem an der Expression von
inflammatorischen Zytokinen beteiligt sind (Johnson and Lapadat, 2002). Doch
scheint p38 auch am Prozess der Apoptose beteiligt zu sein, dies konnte zum
Beispiel nach Ligation von Fas beobachtet werden (Henkart, 1996; Xia et al., 1995).
Abhangig von Zelltyp und Stimulus kann p38 jedoch wohl auch zum Uberleben und
Wachstum von Zellen beitragen (Zarubin and Han, 2005). Eine weitere fur die
Aktivierung von Zellen wichtige Gruppe von Kinasen, ist die Phosphoinositol-3
Kinasen- (PI3K) Familie. Produkte dieser Kinasen spielen nicht nur eine Rolle in der
Expression von Genen fiir Zytokine, Uberleben von Zellen durch Apoptoseinhibition
und fur Proliferation, sondern sind auch wichtig fir das Formen von Phagosomen

und Aktivierung von Zellen uber Toll-like Rezeptoren (Koyasu, 2003).
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Das Proteasom ist ein multikatalytischer Protease Komplex, der fur intrazellularen
nicht-lysosomalen Protein-Abbau verantwortlich ist. Das Proteasom nimmt eine
zentrale Rolle in der Aktivierung des NF-kB —Transduktionswegs ein. NF-kB, ein
induzierbarer Transkriptionsfaktor aus der Rel Familie, ist wichtig fur die Entwicklung
einer effektiven Immunantwort und beteiligt an der Regulation von Apoptose und
Zellproliferation (Karin and Lin, 2002).

Durch Behandlung von RAW Makrophagen mit E.coli Bakterien in Gegenwart der
Inhibitoren der p38 MAP Kinase (SB 203580), der PI3 Kinasen (Wortmannin) oder
des Proteasoms (Lactacystin) wurde ein Einfluss dieser inhibierten Stimulation auf
die Apoptoseraten in den so behandelten Zellen und auf die nachfolgende Aufnahme
der Makrophagen durch dendritische Zellen untersucht. Die Zellen wurden dabei
sowohl wahrend der einstindigen Koinkubation mit Bakterien als auch wahrend der
folgenden Kultivierung in Gegenwart der jeweiligen Inhibitoren inkubiert.
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Abbildung 12: Der Anteil der Apoptose am Gesamtzelltod in RAW Zellen hat keinen wesentlichen
Effekt auf das Ausmal’ der Aufnahme durch dendritische Zellen

Mit PKH67 gefarbte RAW264.7 Zellen wurden unbehandelt belassen oder mit einer Suspension E.coli
Bakterien in Anwesenheit von SB 203580 (10uM), Lactacystin (5uM) oder Wortmannin (0,1uM)
koinkubiert. Nach einer Stunde wurden die Bakterien weggewaschen, die Zellen wurden in
Anwesenheit der Inhibitoren fir weitere 22 Stunden kultiviert. Dann wurde der Anteil der
apoptotischen Zellen anhand ihrer Kernmorphologie nach Hoechst-Farbung bestimmt (schwarze
Balken, Auszahlung von mind. 300 Zellen), und die RAW Zellen wurden mit PKH26 gefarbten D2SC/1
Zellen fir zwei Stunden koinkubiert. Nach Fixierung erfolgte die Analyse der Aufnahme der RAW
Zellen per Durchflusszytometrie (weile Balken, Mittelwert und Standardabweichung aus
Dreifachproben)
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Bei der Beobachtung der Apoptoseraten 22 Stunden nach Exposition zu Bakterien
fallt auf, dass in Gegenwart des p38 Kinaseninhibitors SB 203580 (SB) der Anteil der
apoptotischen Zellen deutlich reduziert ist. Wahrend die Inhibition der PI3 Kinasen
keine signifikante Auswirkung auf den Anteil der apoptotischen Zellen hat, scheint die
Inhibition des Proteasoms durch Lactacystin zu einer Steigerung der Apoptose zu
fuhren (Abbildung 12, schwarze Balken).

Die so behandelten Zellen wurden fur zwei Stunden (jetzt in Abwesenheit der
jeweiligen Inhibitoren) mit dendritischen Zellen koinkubiert, und die Aufnahme der
toten Makrophagen wurde durchflusszytometrisch analysiert. Hierbei fallt auf, dass
trotz der so verschiedenen Apoptoseraten die Aufnahme aller RAW Zellen
annahernd gleich effektiv ist (Abbildung 12, weille Balken): Das Ausmal des Anteils
der Apoptose am gesamten Zelltod scheint somit keine wesentliche Rolle in der
Effektivitat der Beseitigung durch dendritische Zellen zu spielen.

2.1.4 Werden Makrophagen vor Zelltodinduktion aktiviert, andert dies nicht
die Apoptoseraten beziehungsweise das Aufnahmeverhalten durch

dendritische Zellen

Wahrend der Inkubation von Makrophagen mit E.coli Bakterien werden die
phagozytierenden Zellen zum einen durch bakterielle Bestandteile aktiviert, zum
anderen fuhrt dies zur Zelltodauslosung durch Apoptose und Nekrose. Dabei stellt
sich die Frage, ob die Aktivierung der Zellen auch eine Auswirkung auf das Ausmalf}
des Zelltods hat. Andere Gruppen konnten zeigen, dass durch bakterielle Produkte
wie LPS (Albina et al., 1993; Lakics and Vogel, 1998) und bakterielle Lipopeptide
(Aliprantis et al., 1999) Apoptose ausgelost werden kann.

Wir haben zwei verschiedene Modelle gewahlt, um die Prozesse der Aktivierung und
Zelltodauslosung in vitro nachahmen zu konnen:

So wurden die Zellen durch LPS stimuliert, und nachfolgend wurde durch
Staurosporin, einen Proteinkinaseinhibitor, Apoptose induziert. Hierbei fanden sich
keine signifikanten Unterschiede in der Zahl apoptotischer Zellen zwischen
unbehandelten und mit LPS stimulierten beziehungsweise zwischen nur mit
Staurosporin oder LPS plus Staurosporin behandelten RAW Makrophagen
(Abbildung 13, schwarze Balken). Auch die Aufnahme der so behandelten Zellen
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durch dendritische Zellen differierte nicht wesentlich (Abbildung 13, weil’e Balken):
Voraktivierung apoptotischer Zellen veranderte nicht das Aufnahmeverhalten durch

die dendritischen Zellen.
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Abbildung 13: Aktivierung von RAW Zellen durch LPS vor Zelltodinduktion mit Staurosporin verandert
nicht das Aufnahmeverhalten durch D2SC/1 Zellen

Grin (PKH67) gefarbte RAW Zellen wurden unbehandelt belassen oder mit LPS (1ug/ml) fir zwei
Stunden stimuliert. Nach einem Waschschritt wurden die Zellen weiter fir 20 Stunden in An- oder
Abwesenheit von Staurosporin (1uM) zur Apoptoseinduktion kultiviert. Dann wurde der Anteil der
apoptotischen Zellen kernmorphologisch bestimmt (schwarze Balken), und die RAW Zellen wurden
mit rot (PKH26) gefarbten D2SC/1 Zellen fir zwei Stunden kokultiviert und fixiert. Die Aufnahme
wurde durchflusszytometrisch gemessen (weile Balken, Mittelwert und Standardabweichung aus
Dreifachproben).

Eine weitere Moglichkeit, Aktivierung und Apoptoseinduktion zu trennen und
gleichzeitig eine Aktivierung in Abwesenheit von PAMPs, das heil3t Bestandteile von
Pathogenen, die Zellen uber den TLR-Weg aktivieren, zu erreichen, stellt die Zelllinie
RAW K14 dar. Diese RAW Makrophagen exprimieren ein Fusionskonstrukt aus
MyD88 und E.coli Gyrase B. Zugabe von Coumermycin fuhrt zu einer Dimerisierung
von Gyrase B. Dadurch wird das an die Gyrase gekoppelte MyD88 dimerisiert, wie es
auch bei einer Aktivierung von Toll like Rezeptoren geschieht. Dies fuhrt in den
Zellen zu den bekannten Folgen einer Toll like Rezeptor — Aktivierung: Es kommt
unter anderem zu Kinasenaktivierung, NF-kB-Aktivierung und Sekretion von I1L12 und
TNF (Hacker et al., unveroffentlicht). Die Zellen werden dadurch auf ,sterile Art*

aktiviert, da Coumermycin auf andere nicht transfizierte Zellen keinen Einfluss hat.
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Dies ist wichtig, wenn aktivierte RAW K14 Makrophagen mit dendritischen Zellen
koinkubiert werden.

Diese RAW K14 Zellen kdnnen somit durch Coumermycin aktiviert werden, bevor in
ihnen durch UV-Bestrahlung Apoptose ausgelost wird. Reine Aktivierung erhoht in
der Zellpopulation nicht den Anteil apoptotischer Zellen. Auch lasst sich kein
Unterschied in den Apoptoseraten nur bestrahlter beziehungsweise vor Bestrahlung
aktivierter RAW Zellen feststellen (Abbildung 14A und 14B schwarze Balken).
Werden diese Zellen mit dendritischen Zellen fur zwei Stunden kokultiviert, ergeben
sich durch die Voraktivierung keine Unterschiede in der Effektivitat der Phagozytose
der toten Zellen (Abbildung 14B, weil3e Balken).
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Abbildung 14: Aktivierung von TLR in RAW264.7 Zellen verandert nicht die Apoptoserate nach UV-
Bestrahlung oder das Aufnahmeverhalten von D2SC/1 Zellen

Mit PKH67 gefarbte RAWK14 Zellen wurden unbehandelt belassen oder in Anwesenheit von
Coumermycin (1uM) fir 8 Stunden stimuliert. Ein Teil wurde dann unter serumfreien Bedingungen UV-
bestrahlt (Dosis ~1600J/m?), und die Zellen wurden weiter unter normalen Bedingungen kultiviert.
Nach 16 Stunden wurde die Apoptoserate anhand der Kernmorphologie nach Hoechst-Farbung
ausgezahlt (14A und 14B schwarze Balken, mindestens 300 gezahlte Zellen/Probe). Die RAW Zellen
wurden mit PKH26 gefarbten D2SC/1 Zellen fiir zwei Stunden koinkubiert, dann fixiert, und der Anteil
der aufgenommenen RAW Zellen wurde per Durchflusszytometrie bestimmt (14B, weil’e Balken,
Mittelwert und Standardabweichung aus Dreifachproben).

2.2 Makrophagen phagozytieren tote umliegende Zellen

Nicht nur dendritische Zellen, sondern auch Makrophagen sind an der Beseitigung
toter Zellen beseitigt. Dies konnte bestatigt werden, indem mit E.coli Bakterien
behandelte RAW Zellen mit vitalen Zellen der Makrophagenzelllinien RAW 264.7 und
J774 kokultiviert wurden, und die Phagozytose durchflusszytometrisch untersucht

wurde.
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Hierbei konnte beobachtet werden, dass die nekrotischen (aber zu diesem Zeitpunkt
noch nicht apoptotischen) RAW Zellen sechs Stunden nach Bakterienkontakt sowohl
von lebenden RAW Makrophagen als auch von der Makrophagenzelllinie J774
aufgenommen wurden. Das gleiche gilt fir RAW Zellen 24 Stunden nach
Koinkubation mit Bakterien: Auch diese gemischt apoptotisch-nekrotische
Zellpopulation wird effektiv von den Makrophagen phagozytiert, wobei auffallt, dass
kaum eine Steigerung der Aufnahme im Gegensatz zu dem fruheren Zeitpunkt
stattfindet (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Auch RAW und J774 Zellen nehmen effektiv nekrotische RAW Zellen auf

RAW Zellen wurden mit PKH67 gefarbt und unbehandelt belassen oder mit E.coli Bakterien fir 1
Stunde koinkubiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten nach Bakterienkontakt wurde die Apoptoserate
in den Makrophagen durch Hoechst-Farbung und fluoreszenzmikroskopische Auswertung der
Kernmorphologie bestimmt (schwarze Balken, mindestens 300 Zellen/Probe). AuRerdem wurden die
grinen RAW Zellen mit rot (PKH26) gefarbten RAW und J774 Zellen fir zwei Stunden kokultiviert,
fixiert, und in der Durchflusszytometrie wurde der Anteil der aufgenommenen griinen RAW Zellen
bestimmt (weile Balken, Mittelwert und Standardabweichung aus Dreifachproben).

2.3 Phoshatidylserin-Exposition auf nekrotischen Zellen

Die Asymmetrie der Plasmamembran spielt eine wichtige Rolle fur die Phagozytose
apoptotischer Zellen. Das Aminophospholipid Phosphatidylserin, das sich
normalerweise auf der dem Zytoplasma zugewandten Seite der Zellmembran
befindet, erscheint wahrend der Apoptose auch auf der Aullenseite der
Plasmamembran. Diese Exposition von Phosphatidylserin, die durch Bindung des
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Liganden Annexin V nachgewiesen werden kann, stellt ein wichtiges Signal fur die
Aufnahme der apoptotischen Zelle durch professionelle Phagozyten dar:
Phagozytierende Zellen konnen entweder direkt oder Uber Brickenmolekule an
Phosphatidylserin binden und diese Zellen dann aufnehmen (siehe Einleitung, Punkt
2.1.1).

Wir haben untersucht, ob auch nekrotische Zellen Annexin V binden und dies somit
eine Rolle in der Aufnahme dieser Zellen spielen konnte. Dabei konnte beobachtet
werden, dass in der Tat ein Teil der toten, das heil3t Propidiumiodid positiven Zellen
sechs Stunden nach Bakterienexposition Annexin V bindet (Abbildung 16).
Phosphatidylserin konnte somit nicht nur in apoptotischen, sondern auch in
nekrotischen Zellen ein Signal fur die Aufnahme durch dendritische Zellen darstellen.
Ob die Bindung von Annexin V jedoch wirklich eine aktive Exposition von
Phosphatidylserin reprasentiert, ist bis jetzt nicht geklart und soll in der Diskussion

unter Punkt 2.2.1 weiter hinterfragt werden.
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Abbildung 16: Bindungsverhalten von Annexin V an nekrotische Zellen

Mit Bakterien behandelte RAW264.7 Zellen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten nach
Bakterienkontakt gesammelt, mit Annexin V-FITC und Propidiumiodid (Pl) gefarbt und
durchflusszytometrisch analysiert. Angegeben sind die Prozentsatze der Zellen, die Annexin V und PI
binden.

3. Reifungszustand dendritischer Zellen nach Phagozytose

Unreife dendritische Zellen, die nur in geringerem Male die fur die Entwicklung einer
Immunantwort erforderlichen MHC und kostimulatorischen Molekule exprimieren,
konnen effektiv tote Zellen phagozytieren. Um bei der folgenden Prasentation von
Antigenen an T-Zellen diese jedoch erfolgreich stimulieren zu konnen, mussen die

dendritischen Zellen ein Reifungssignal erhalten. Daraufhin sinkt ihre Fahigkeit,
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Antigene aufzunehmen, und sie exprimieren quantitativ mehr kostimulatorische und
antigenprasentierende MHC Molekule.

In vielen Fallen wurde gezeigt, dass die Aufnahme apoptotischer Zellen nicht eine
Aktivierung und Reifung von dendritischen Zellen bewirkt, sondern zur
Toleranzentwicklung fuhrt (siehe Einleitung Punkt 3.2.2). Wir haben untersucht, ob
eine Voraktivierung der aufzunehmenden Zellen vor Apoptoseinduktion ein

ausreichendes Maturationssignal fur dendritische Zellen darstellt.

3.1 Koinkubation mit aktivierten apoptotischen Zellen fiihrt zur Reifung
von dendritischen Zellen

Mithilfe der Zelllinie RAW K14 haben wir die Moglichkeit, diese Zellen in Abwesenheit
von TLR-Liganden Uber den TLR-Signaltransduktionsweg chemisch zu aktivieren
(siehe Punkt 2.1.3). Diese Aktivierung ist spezifisch, das heil3t, sie wirkt nur auf diese
transfizierten Makrophagen und nicht zum Beispiel auf die dendritischen Zellen
wahrend der Koinkubation. Ein derartiges Modell erlaubt uns also, die Aktivierung
durch eine bakterielle Infektion prinzipiell nachzuahmen, die Auswirkung des
Vorhandenseins bakterieller Bestandteile jedoch auf die primar betroffenen
Makrophagen zu beschranken. Diese Trennung der Systeme ist von Vorteil, da die
Anwesenheit von PAMPs bei Bakterienkontakt in der Folge auch zu einer Aktivierung
der dendritischen Zellen fuhren wirde. Nur so kann eine Auswirkung der primaren
Makrophagenaktivierung auf den Reifungszustand dendritischer Zellen nach
Phagozytose untersucht werden.

Zu diesem Zweck wurden RAW K14 Makrophagen durch achtstindige Inkubation in
Gegenwart von Coumermycin auf ,sterile® Weise aktiviert, bevor sie durch UV-
Bestrahlung einen Apoptosestimulus erhielten. Die Stimulierung der Makrophagen
wurde zum einen Uber die Morphologie der Zellen kontrolliert: Aktivierte
Makrophagen zeichnen sich durch Zytoplasmaauslaufer und feste Adharenz am
Plattengrund aus. Zum anderen wurde die TNF Sekretion der Zellen gemessen
(siehe Abbildung 19, Punkt 3.1.2). Nach UV-Bestrahlung wurden die Zellen fur
weitere 16 Stunden kultiviert, bis der Grofdteil der Zellen eine apoptotische
Morphologie zeigte (siehe auch Abbildung 9A, Punkt 2.1.1.1). Diese aktivierten
apoptotischen Makrophagen wurden daraufhin mit dendritischen Zellen fur weitere
24 Stunden koinkubiert. Nach dieser Zeit erfolgte eine Untersuchung der Expression
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von kostimulatorischen Oberflachenmolekulen auf den dendritischen Zellen, um den
Maturationsgrad dieser Zellen zu messen.

Hierbei zeigte sich, dass wie erwartet Koinkubation mit unbehandelten
beziehungsweise nur UV-bestrahlten RAW Makrophagen nicht zu einer Steigerung
der CD86 Expression auf dendritischen Zellen flhrt. Kokultivierung mit nur aktivierten
RAW Makrophagen, die ja auf dendritische Zellen einwirkende proinflammatorische
Zytokine wie IL-12 und TNF produzieren, bewirkte eine leichte Zunahme der
Oberflachenexpression von CD86. Wurden die dendritischen Zellen jedoch mit
aktivierten apoptotischen Makrophagen koinkubiert, fuhrte dies dazu, dass nahezu
die gesamte Population der CD11c-positiven Zellen den Aktivierungsmarker CD86
auf einem hohen Niveau exprimierte. Diese Expression war vergleichbar mit der von
dendritischen Zellen stimuliert durch LPS (siehe Abbildung 17 A und B).
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Abbildung 17: Aktivierte apoptotische RAW264.7 Zellen induzieren Reifung von primaren
dendritischen Zellen

RAW K14 Zellen wurden unbehandelt belassen oder wahrend 8 Stunden mittels Coumermycin (Cm)
stimuliert. Anschliefend wurde ein Teil UV-bestrahlt, und die Zellen wurden unter normalen
Bedingungen weiterkultiviert. Nach 16 Stunden wurden die RAW K14 Zellen gesammelt und mit
primaren Knochenmarks-dendritischen Zellen fir weitere 24 Stunden koinkubiert. Als Positivkontrolle
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der Reifung wurden dendritische Zellen fir 24 Stunden mit LPS stimuliert. Anschliefend erfolgte eine
Farbung mit FITC-markierten CD86- (17A/B) oder CD80- (17C) Antikérpern und mit CD11c-PE zur
Identifikation der dendritischen Zellen. Die Zellen wurden fixiert und durchflusszytometrisch
analysiert.17B/C: Angegeben ist der Anteil der CD86 (17B) bzw. CD80 (17C) positiven Zellen an allen
dendritischen, das heifst CD11c positiven Zellen (Mittelwert und Standardabweichung aus
Doppelproben).

Ahnlich verhielt sich der Oberflachenaktivierungsmarker CD80. Hier wurde jedoch
bereits bei Inkubation mit nur aktivieten RAW Makrophagen eine starke
Hochregulation dieses Oberflachenmolekuls auf dendritischen Zellen beobachtet.
Diese Expression konnte nur noch in geringem Male in der Anwesenheit von
aktivierten apoptotischen RAW Zellen gesteigert werden (Abbildung 17 C).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine Kombination aus Aktivierung und
Apoptoseinduktion in Makrophagen ein effektives Reifungssignal fur dendritische

Zellen nach Koinkubation darstellt.

3.2 Der Uberstand der aktivierten toten Makrophagen ist ausreichend zur
Aktivierung von dendritischen Zellen

In Anbetracht der bisherigen Ergebnissen stellt sich die Frage, ob ein direkter Zell-
Zell-Kontakt zwischen aktivierten apoptotischen Makrophagen und dendritischen
Zellen beziehungsweise der Prozess der Phagozytose fur die Aktivierung der DC
notwendig ist. Alternativ konnten auch sekretorische Produkte der sterbenden
aktivierten Zellen als Reifungssignal ausreichen.

Um diese Frage zu klaren, wurden dendritische Zellen sowohl mit aktivierten
apoptotischen Makrophagen in deren Uberstand als auch mit beiden Komponenten
getrennt voneinander, das heil’t nur Zellen oder Uberstand, koinkubiert.

Hierbei fiel auf, dass aktivierte apoptotische Zellen in frischem Medium kaum eine
Hochregulation der kostimulatorischen Molekule CD80 und CD86 bewirken. Der von
diesen Zellen befreite Uberstand jedoch reichte aus, um eine deutliche
Expressionssteigerung dieser Oberflachenmarker zu erreichen (Abbildung 18 A).

Ein weiteres fur die Kostimulation von T-Zellen wichtiges Oberflachenmolekul ist
CD40. Das Expressionsniveau dieses Markers wurde nach Inkubation mit dem
Uberstand unbehandelter, aktivierter, apoptotischer und aktivierter apoptotischer
RAW K14 Makrophagen untersucht. Auch hier zeigte sich, dass sich im Uberstand
von vor Apoptoseinduktion aktivierter Zellen Komponenten befinden, die ausreichen,
um eine Hochregulation des Aktivitatsmarkers CD40 zu erreichen. Das Medium von
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nur aktivierten Zellen fuhrte hier ebenso nur zu einer geringen Steigerung des

Reifungsgrades von dendritischen Zellen (Abbildung 18 B).
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Abbildung 18: Der Uberstand der aktivierten apoptotischen Zellen ist ausreichend fiir die Reifung
dendritischer Zellen

18A: RAW K14 Zellen wurden fir 8 Stunden mit Coumermycin (Cm) stimuliert, dann UV-bestrahlt und
weiter unter normalen Bedingungen kultiviert. Nach 16 Stunden wurden die Zellen samt Uberstand
gesammelt, zum Teil wurde der Uberstand von den Zellen getrennt. Die so gewonnenen
Komponenten wurden einzeln oder gemeinsam zu primaren dendritischen Zellen hinzugefiigt und
diese fur 24 Stunden weiterkultiviert. Anschliefend erfolgte eine Farbung mit FITC-markierten CD86-
oder CD80- Antikdrpern und mit CD11c-PE. Der Anteil der in hohem Male CD80 bzw. CD86
exprimierenden dendritischen Zellen wurde durchflusszytometrisch bestimmt (Mittelwert und
Standardabweichung aus Doppelproben). 18B: RAW K14 Zellen wurden wie angegeben behandelt.
16 Stunden nach UV-Bestrahlung wurde der Uberstand der Zellen gesammelt und mit primaren
dendritischen Zellen fiir weitere 24 Stunden inkubiert. Die Zellen wurden mit CD40-FITC und CD11c-
PE gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Angegeben ist der Anteil der in héherem Malle
CDA40 exprimierenden Zellen (Mittelwert und Standardabweichung aus Doppelproben).

All diese Ergebnisse sprechen dafur, dass durch vor Apoptoseinduktion
stattfindender Aktivierung in den sterbenden Zellen ein oder mehrere I6sliche
Faktor(en) freigesetzt werden, die einen Reifungsstimulus flr dendritische Zellen

darstellen.

3.3 Die Aktivierung ist nicht zuriickzufiihren auf erhohte TNF Freisetzung

aus sterbenden aktivierten Zellen

Als Kandidat fur eine effektive Aktivierung dendritischer Zellen kame von aktivierten

RAW Makrophagen produziertes TNF in Frage. Es erschiene moglich, dass durch die
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Aktivierung der Makrophagen produziertes TNF beim Untergang dieser Zellen
zusatzlich freigesetzt wird.

Um dies zu untersuchen, wurde die TNF-Sekretion im Uberstand stimulierter
apoptotischer RAW Makrophagen bestimmt. Hierbei zeigte sich, dass
Apoptoseinduktion nach Stimulation dieser Zellen im Gegensatz zu alleiniger
Stimulation nicht zu einem Anstieg der Konzentration von TNF im Uberstand fiihrt
(Abbildung 19).

19

TNF-Sekretion (ng/ml)
o RN
.

Abbildung 19: Aktivierte apoptotische RAW Zellen produzieren nicht eine gréRere Menge an TNF.

RAW K14 Zellen wurden unbehandelt belassen oder wahrend 8 Stunden mittels Coumermycin (Cm)
stimuliert. AnschlieBend wurde ein Teil UV-bestrahlt, und die Zellen wurden_fir 16 Stunden unter
normalen Bedingungen weiterkultiviert. Nach 16 Stunden wurde der Uberstand der so behandelten
Zellen gewonnen. In diesem wurde per ELISA die Menge an TNF bestimmt. Angegeben sind
Mittelwerte und Standardabweichungen aus Dreifachproben.

Es ist somit unwahrscheinlich, dass TNF eine wesentliche Rolle bei der Aktivierung
dendritischer Zellen durch aktivierte apoptotische Makrophagen spielt.

4. Dendritische Zellen kénnen aufgenommenes Antigen an CD8" T-Zellen

kreuz-prasentieren

Dendritische Zellen haben die Fahigkeit, aufgenommenes Antigen auf MHC
Oberflachenmolekulen an antigenspezifische T-Zellen zu prasentieren, um so eine
effektive Immunantwort einzuleiten. Eine Besonderheit der dendritischen Zellen ist
dabei, dass dies nicht nur auf MHC Klasse Il Molekulen, auf denen auch andere
Zellen exogene Antigene prasentieren, sondern auch auf MHC Klasse | Molekulen
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stattfinden kann: Dendritische Zellen kdnnen ,kreuz-prasentieren®. Auf diese Weise
kénnen nicht nur CD4" T-Helferzellen, sondern auch CD8" zytotoxische T-Zellen
direkt als Prasentationsziel einbezogen werden (siehe auch Einleitung Punkt 3.1).
Um zu testen, ob dendritische Zellen Antigen aus aufgenommenen toten Zellen an T-
Zellen prasentieren, wurde das T-Zell Hybridom B3Z verwendet. Diese T-Zellen
tragen das lacZ Gen von E.coli unter einem Promoter, dessen Aktivitat durch den
Transkriptionsfaktor NFAT geregelt wird und aktivieren das lacZ-Gen, wenn ihnen
OVA auf einem determinierten MHC Klasse | Molekul prasentiert wird. Induktion des
lacZ-Gens fuhrt zur Produktion von (-Galactosidase, was durch Zugabe von
chromogenen Substraten visualisiert werden kann. Somit konnen also durch
Prasentation stimulierte CD8" zytotoxische T-Zellen sichtbar gemacht werden
(Karttunen et al., 1992). Mithilfe der T-Zelllinie B3Z konnten wir somit untersuchen,
ob Antigene aus der gemischt apoptotisch-nekrotischen Makrophagenpopulation
nach Phagozytose von Bakterien und aus apoptotischen Zellen nach UV-Bestrahlung
effektiv von dendritischen Zellen kreuz-prasentiert wurden.

Mit E.coli Bakterien behandelte beziehungsweise UV-bestrahlte OVA exprimierende
RAW Makrophagen wurden fur 16-20 Stunden zuerst mit dendritischen Zellen
kokultiviert. Wahrend dieser Zeit wurden die toten Makrophagen von den vitalen
dendritischen Zellen aufgenommen. Darauf folgte eine weitere Koinkubation dieser
gemischten Zellpopulation zusammen mit B3Z T-Zellen. Die T-Zellen, die dabei
durch Prasentation von OVA (stammend aus den durch die dendritischen Zellen
phagozytierten toten Makrophagen, die OVA exprimieren, Abbildung 20A) erfolgreich
stimuliert wurden, wurden daraufhin durch Nachweis von B-Galactosidase sichtbar
gemacht und quantitativ ausgewertet. Auch wenn dieses Modell eines
Prasentationsassays sich in unseren Versuchen als eine fur Storungen recht
anfallige Methodik darstellte, so konnten jedoch Aussagen uber das prinzipielle
Vermogen dendritischer Zellen zur Antigenprasentation nach Phagozytose toter
Zellen getroffen werden.

So konnte beobachtet werden, dass dendritische Zellen nach Aufnahme E.coli
behandelter OVA exprimierender RAW Makrophagen Antigen aus diesen Zellen
erfolgreich auf MHC Klasse | Molekilen an T-Zellen prasentieren (Abbildung 20 B).
Auffallend ist jedoch, dass die Anwesenheit von Bakterien beziehungsweise von mit
Bakterien behandelten RAW Zellen ausreicht, um OVA-spezifische T-Zellen auch in

Abwesenheit von OVA (wenn auch in geringerem Ausmall) zu stimulieren.
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Koinkubation von lebenden (OVA-) RAW Makrophagen mit dendritischen Zellen
liefert dagegen nur eine geringe Zahl durch Prasentation stimulierter T-Zellen
(Abbildung 20B).

Auch Antigen aus UV-bestrahlten OVA-RAW Zellen wurde erfolgreich von
phagozytierenden dendritischen Zellen an CD8" T-Zellen kreuz-prasentiert: Es zeigt
sich eine signifikante Erhohung von spezifisch aktivierten T-Zellen. Dagegen bleibt
nach Koinkubation von dendritischen Zellen mit UV-bestrahlten, aber nicht OVA
enthaltenden RAW Zellen beziehungsweise mit unbehandelten vitalen (OVA-) RAW
Makrophagen die Zahl der stimulierten T-Zellen gering (Abbildung 20C).
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Abbildung 20: Dendritische Zellen kénnen erfolgreich Antigene aus toten RAW Zellen an T-Zellen
prasentieren

20A: OVA-exprimierende RAW Zellen nach Transfektion. Mit OVA durch Elektroporation transfizierte
RAW Zellen (Klone 1-5) exprimieren OVA: Western-Blotting-Nachweis.

20 B/C: RAW Zellen und RAW Zellen, die stabil OVA exprimieren, wurden wie angegeben mit
Bakterien inkubiert (20B) oder UV-bestrahlt (20C). Die so behandelten Zellen wurden nach 20
Stunden fir 24 Stunden im Verhaltnis von 1:1 mit primaren dendritischen Zellen koinkubiert. Je 5 x 10°
dendritische Zellen und 5 x 10° RAW Makrophagen wurden dann mit 1 x 10° B3Z T-Zellen fiir weitere
20 Stunden kokultiviert. Die T-Zellen, die durch eine Prasentation von OVA durch DC aktiviert wurden,
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wurden durch eine X-Galactosidase- Farbung sichtbar gemacht und lichtmikroskopisch ausgezahit
(Mittelwert und Standardabweichung aus Dreifachproben).

Aus toten apoptotischen oder gemischt apoptotisch-nekrotischen Phagozyten
stammende Antigene werden somit effektiv von den aufnehmenden dendritischen
Zellen an T-Zellen prasentiert. Dadurch erscheint es moglich, dass der Zelltod in
Phagozyten nach Aufnahme von E.coli Bakterien den Beginn der Entwicklung einer

spezifischen anti-bakteriellen Immunantwort darstellt.
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IV. Diskussion

In dieser Arbeit wurden Mechanismen der Apoptose- und Nekroseinduktion in
myeloiden Zellen durch mikrobielle Infektionserreger und ihre Bestandteile
untersucht. Sowohl bei der Apoptose als auch der Nekrose konnten wesentliche
neue Aspekte herausgearbeitet werden. Im letzten Teil der Arbeit wurde die Frage
untersucht, wie sich Apoptose auf die Initiierung einer Immunantwort auswirken kann.
Die Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass Zelltod, der wahrend Infektionen
auftritt, ein wichtiges bestimmendes Ereignis fur die Entwicklung der Immunantwort

darstellt.

1. Bakterien-induzierter Zelltod in Phagozyten

1.1 Induktion von apoptotischem Zelltod in Phagozyten

Koinkubation von E.coli Bakterien mit Makrophagen fuhrte zu einer effektiven
Aufnahme der Bakterien durch die Phagozyten. Bereits nach vier bis sechs Stunden
schienen die Bakterien weitgehend aktiv verdaut worden zu sein (Hacker et al.,
2002). Bei weiterer Kultivierung der Makrophagen findet sich bis zu einem Zeitraum
von sechs bis acht Stunden keine relevante Erhohung der Zahl der apoptotischen
Zellen. Zwischen acht und 22 Stunden jedoch stirbt ein Groliteil der Zellen durch
Apoptose (Punkt 2.2.2 Abbildung 10A). Es ist also unwahrscheinlich, dass ein
intrazellulares Wachstum der Bakterien zu diesem Zelltod fuhrt. FUr die Induktion der
Apoptose scheint jedoch der Prozess der Aufnahme der Bakterien wichtig zu sein:
Hitzeinaktivierte Bakterien, die nur noch sparlich von den Makrophagen phagozytiert
werden (Hacker et al., 2002), fuhren nur noch in sehr geringem MafR zu
apoptotischem Zelltod (siehe Punkt 1.1.5, Abbildung 5A).

Hinweise auf den Transduktionsweg der Apoptose liefert die Beobachtung, dass bei
Bcl-2 exprimierenden RAW Makrophagen der Prozess der Apoptose fast vollstandig
blockiert ist (siehe Punkt 1.1.4 Abbildung 4B). Bei der Untersuchung der
Signaltransduktion oberhalb von Bcl-2 konnte erst kurzlich in unserer Arbeitsgruppe
gezeigt werden, dass das BH3-only Protein Bim/Bod hier an der Auslosung von
Apoptose beteiligt ist (Kirschnek et al., 2005). Uber eine Aktivierung der Toll like
Rezeptoren und des Mediators MyD88 kommt es nach Bakterienkontakt zu einer
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verstarkten Bim-Expression. Dies alleine reicht jedoch nicht, um Apoptose in den
Zellen zu induzieren: Als zweite wichtige Voraussetzung muss der Prozess der
Phagozytose ein weiteres Signal liefern. In der Kombination fuhrt die Phagozytose
der Bakterien zusammen mit der Hochregulierung von Bim dann zu apoptotischem

Zelltod in den Phagozyten.

1.2 Induktion von nekrotischem Zelltod in Phagozyten

Wahrend der apoptotische Zelltod in Phagozyten nach Aufnahme der Bakterien erst
ein relativ spater Prozess ist, lasst sich bereits vier bis sechs Stunden nach
Bakterienkontakt eine Population nekrotischer Zellen nachweisen. Die Prozesse, die
sich wahrend der Nekrose abspielen, und die Bedeutung des nekrotischen Zelltods
sind Gegenstand aktueller Forschung.

1.2.1 Mechanismus der Nekrose in unserem Modell

Die genauen Ablaufe der Nekrose auf molekularer Ebene sind bis heute noch nicht
genau bekannt. Einzelne Rezeptoren, Botenstoffe und Exekutoren des nekrotischen
Zelltods konnten jedoch bereits identifiziert werden (siehe Einleitung Punkt 1.2.3).

Klar ist, dass es nicht nur einen einzigen Mechanismus gibt, der bei der Auslésung
von Nekrose eine Rolle spielt, vielmehr scheinen je nach Zellart und Umstanden,
unter denen der nekrotische Zelltod induziert wird, verschiedene Wege zum gleichen

Ziel zu fuhren.

1.2.1.1 Rolle der Stresskinase p38 und einer Uberexpression von Bcl-2

Proteine der Bcl-2 Familie spielen eine wichtige Rolle in der Regulation des
apoptotischen Zelltods. Doch konnen anti-apoptotische Mitglieder dieser Familie
anscheinend in manchen Fallen nicht nur Apoptose, sondern auch Nekrose
inhibieren: So wurde nekrotischer Zelltod nach chemischer Anoxie (Shimizu et al.,
1996), myokardialer Ischamie (Brocheriou et al., 2000), Behandlung mit Staurosporin
(Single et al., 2001) oder einer Kombination von Zytokinen (Saldeen, 2000) bei
Uberexpression von Bcl-2 oder Bcl-X, verzdgert bzw. verhindert. Auch wir haben den
Einfluss von Bcl-2-Uberexpression auf den nekrotischen Zelltod untersucht. Dabei

88



konnten wir beobachten, dass zwar das Ausmal} der Apoptose in Bcl-2-
exprimierenden RAW Zellen nach Behandlung mit Bakterien stark reduziert ist (siehe
Punkt 1.1.4, Abbildung 4B); die so vorbehandelten Zellen wurden jedoch wegen des
trotzdem stattfindenden nekrotischen Zelltods effektiv von dendritischen Zellen
aufgenommen (siehe Punkt 2.2.2, Abbildung 10D). Somit bietet eine Uberexpression
von Bcl-2 in unserem System nur einen Schutz vor Apoptose, nicht jedoch vor dem
nekrotischen Zelltod. Es ist zu bedenken, dass grundsatzlich unklar ist, ob eine
Uberexpression antiapoptotischer Proteine wirklich direkt zu einer Blockierung von
Nekrose fuhren kann. Denkbar ist auch, dass hierbei eigentlich nur Apoptose inhibiert
wird, und andere Effekte den Prozess bei persistierendem Zelltod-Stimulus in
Richtung Nekrose treiben konnten.

Wie bereits unter Punkt 1.2.3 berichtet, konnten einige Autoren beobachten, dass die
Stresskinase p38 nicht nur in der Apoptose, sondern auch fur die Entstehung des
nekrotischen Zelltods eine Rolle spielt. So konnte bei Ischamie durch Suppression
von p38 die Formation einer nekrotischen Zone im Myokard (Ma et al., 1999) und in
der Hippocampus Region CA1 (Sugino et al., 2000) reduziert werden. Das gleiche
gilt fir Nekrose, die durch das Toxin A von Clostridium difficile induziert wird: Auch
hier konnten Warny et al. eine verminderte Zelltodrate in Monozyten nach Inhibition
von p38 beobachten (Warny et al., 2000). In unserem System scheint jedoch p38 in
der Entstehung von Nekrose keine bedeutende Rolle zu spielen: Zwar ist unter dem
Einfluss des p38 Kinaseninhibitors SB203580 der Anteil apoptotischer RAW Zellen
nach Koinkubation mit E.coli Bakterien deutlich reduziert, die Zellen scheinen jedoch
trotzdem durch Nekrose zu sterben, da sie von dendritischen Zellen phagozytiert
werden (siehe Punkt 2.1.1, Abbildung 12). Eine wesentliche Beteiligung von p38 an
der Entstehung des nekrotischen Zelltodes durch DH5a E.coli erscheint somit

unwahrscheinlich.

1.2.1.2 Eine mogliche Bedeutung von Caspasen fiir den nekrotischen Zelltod?

Ob Caspasen auch eine Rolle im Prozess der Nekrose spielen, ist bis jetzt nicht
genau geklart. Einerseits gibt es Modelle, in denen eine Inhibition von Caspasen
nicht nur Apoptose verhindert, sondern auch zu einem starker ausgepragtem
nekrotischen Zelltod fuhrt: So bewirkt beispielsweise eine Blockierung von Caspasen
in L929 Fibrosarkom-Zellen eine um den Faktor 1000 erhohte Sensitivitat gegentber

89



TNF-induzierter Nekrose (Vercammen et al., 1998a). Ein ahnlicher Effekt wurde
beobachtet wahrend des sogenannten excitotoxischen Tods von Neuronen im
Hippocampus (Glazner et al., 2000).

Doch Uberraschenderweise gibt es auch Beispiele, in denen fur die Ausfuhrung des
nekrotischen Programms moglicherweise Caspasenaktivierung bendtigt wird. So
konnten Leist et al. nachweisen, dass nekrotischer Zelltod verursacht durch ATP-
Depletion in CD95-stimulierten Jurkat Zellen durch den Pancaspasen-Inhibitor z-
VAD.fmk inhibierbar ist (Leist et al., 1997). Ob dies ein direkter Effekt von z-VAD ist,
bleibt jedoch unklar. Andere Gruppen beobachteten eine Verminderung der TNF-
induzierten Nekrose in Enterozyten (Ruemmele et al., 1999) und Fibrosarkom-Zellen
(Faraco et al., 1999) in Anwesenheit von z-VAD. Eine Suppression von Caspasen
bewirkte weiterhin eine Verhinderung von Nekrose verursacht durch das Toxin A von
C. difficile oder das Toxin a von Staph. aureus (Warny and Kelly, 1999). Die Rolle,
die Caspasen fur die Nekrose spielen, scheint somit zu variieren: lhre Inhibition kann
je nach Zelllinie und Stimulus den nekrotischen Zelltod supprimieren oder aktivieren.
In unserem System scheinen Caspasen fur den Zelltod in Makrophagen durch
Nekrose nach Behandlung mit Bakterien nicht wesentlich zu sein: RAW
Makrophagen, die in Anwesenheit des Pancaspasen-Inhibitors z-VAD.fmk mit E.coli
Bakterien inkubiert werden, weisen eine Suppression der Zahl der apoptotischen und
eine Zunahme der nekrotischen Zellen auf (siehe Punkt 1.1.4, Abbildung 4A). Der
Prozentsatz der sterbenden Population bleibt jedoch vergleichbar: Der Teil der
Zellen, der in Abwesenheit von z-VAD durch Apoptose stirbt, scheint in Anwesenheit
des Caspaseninhibitors zusatzlich durch Nekrose zu sterben. Wie genau diese
Anderung der Form des Zelltods von Apoptose zu Nekrose funktioniert, ist unklar.
Denkbar ist, dass die Caspasen-Inhibition die Caspasen-abhangige PARP-
Inaktivierung verhindert. Es wird vermutet, dass PARP, eine Poly-ADP-Ribose-
Polymerase, durch Verbrauch von ATP fir das Substrat NAD" Apoptose blockieren
und Nekrose induzieren kann. Die Bedeutung des intrazellularen ATP-Gehalts fur die
Entscheidung Apoptose oder Nekrose unterstreichen Beobachtungen von Eguchi et
al. Bei Zugabe von Oligomycin, das die mitochondriale ATP-Synthese blockiert, zu
mit Fas Ligand stimulierten Zellen, erfolgte eine Anderung der Zelltodart von
Apoptose zu Nekrose (Eguchi et al., 1997). Auch Ueda et al. propagieren die
Bedeutung des intrazellularen ATP-Gehalts fur den Wechsel des zuerst
nekrotischen, dann apoptotischen Zelltod nach Ischamie im Gehirn (Ueda and Fuijita,
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2004). Fallt nun in unserem System die Inaktivierung von PARP durch Blockierung
der Caspasen aus, konnte es zu einem Absinken der ATP-Konzentration kommen

und somit der apoptotische Zelltod durch Nekrose ersetzt werden.

1.2.1.3 Induktion von Nekrose liber Toll like Rezeptoren

Bereits in der Vergangenheit konnte in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass
hitzeinaktivierte E.coli Bakterien, die sich in einer Gram-Farbung nicht von
unbehandelten Bakterien unterscheiden, kaum von RAW Makrophagen
aufgenommen werden (Hacker et al., 2002). Diese Aufnahme scheint jedoch
unabdingbar fir die Auslésung von Apoptose zu sein: Ahnlich wie das AusmaR,
aufgenommen zu werden, ist bei hitzeinaktivierten Bakterien auch die Fahigkeit
verringert, Apoptose in Makrophagen zu induzieren (siehe auch Punkt 1.1.5,
Abbildung 5a). Auffallend ist jedoch, dass die Fahigkeit der hitzebehandelten
Bakterien, Makrophagen zu stimulieren, kaum eingeschrankt ist: So lie3en sich nach
Stimulation mit normalen oder hitzeinaktivierten E.coli keine wesentlichen
Unterschiede in der TNF-Produktion oder der Aktivierung der Proteinkinasen ERK1/2
bei RAW Zellen feststellen (Hacker et al., 2002). Genauso unverandert wie das
Vermogen, Zellen zu aktivieren, erweist sich nun auch die Fahigkeit, Nekrose in
Makrophagen zu induzieren: Egal ob unbehandelte oder hitzeinaktivierte Bakterien
mit RAW Zellen koinkubiert wurden, die Rate der Vitalfarbstoff aufnehmenden Zellen
sechs Stunden nach Bakterienkontakt ist vergleichbar (siehe Punkt 1.1.5, Abbildung
5B). Dies wirft die Frage auf, ob die Aktivierung und der Prozess der Nekrose uUber
ahnliche Molekule oder Rezeptoren getriggert werden. Eine wichtige Rolle in der
Erkennung bakterieller Komponenten in Makrophagen und nachfolgender Aktivierung
spielen die Toll-like Rezeptoren. Auch kann Uber TLR, z.B. dber TLR2 in humanen
Fibroblasten (Aliprantis et al., 1999), oder Uber TLR4 in Yersinia-infizierten
Makrophagen (Haase et al., 2003) Apoptose induziert werden. Ob Uber TLR
Liganden auch nekrotischer Zelltod ausgelost werden kann, wurde in unserer
Arbeitsgruppe durch Behandlung von Makrophagen mit einem Gemisch aus dem
Lipopeptid PamsCys (einem TLR2 Liganden), LPS (einem TLR4 Liganden) und CpG
Oligonucleotiden (TLR9 Liganden) untersucht. Wahrend die einzelnen Komponenten
nur einen geringen Einfluss auf die Nekroserate in RAW Makrophagen zeigen (siehe
auch Punkt 2.1.2, Abbildung 13), konnte die Kombination der drei TLR Liganden
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effektiv Nekrose in den Zellen auslosen, wahrend kaum apoptotische Zellen
nachgewiesen werden konnten (Kirschnek et al., 2004). Dies scheint jedoch nicht
von dem Adaptermolektl MyD88 abhangig zu sein. Auch spielt anscheinend eine
Sekretion von TNF nach Stimulation durch TLR Liganden bei der Nekroseinduktion
keine wesentliche Rolle.

In der Literatur ist beschrieben, dass auch Uber Todesrezeptoren, die sich mit den
Toll like Rezeptoren einige Signaltransduktoren (wie zum Beispiel die Aktivierung von
NF-kB) teilen, Nekrose ausgelost werden kann. Hierbei spielt das Rezeptor-
interagierende Protein RIP eine bedeutende Rolle (Holler et al., 2000). Da nun
sowohl Uber Todesrezeptoren als auch Uber TLR Nekrose induziert werden kann und
beide Transduktionswege ahnliche Molekule benutzen, ist es denkbar, dass die RIP-
verwandte Kinase RIP2, die beteiligt ist an der TLR2/3/4-abhangigen Aktivierung von
NF-kB, in der TLR-mediierten Nekrose eine ahnliche Bedeutung hat.

Auch die Kalzium-Konzentration konnte in der durch Toll like Rezeptoren initiierten
Nekrose eine Rolle spielen. In Arbeiten von Ismaili et al. fuhrte eine Ligation von
TLRs zu einer Erhohung intrazellularer Kalzium-lonen in dendritischen Zellen (Ismaili
et al.,, 2002). Eine erhohte intrazellulare Kalziumkonzentration wiederum, zum
Beispiel als Folge einer Mutation eines lonenkanals in C. elegans, kann nekrotischen
Zelltod verursachen (Xu et al., 2001). Dies mag zum Teil daran liegen, dass eine
erhohte Kalziumkonzentration zu einer Aktivierung der Phospholipase A2 und somit
zu einer Zerstorung von zum Beispiel mitochondrialen Membranen fuhrt (Malis and
Bonventre, 1988). Kalzium kommt somit als moglicher Mediator bei durch TLR

induzierter Nekrose in Frage.

1.2.2 Apoptose und Nekrose — vollig gegensitzliche Formen des Zelltods?

In vielen Fallen ist die Abgrenzung von Apoptose und Nekrose klar. Es gibt jedoch
Hinweise darauf, dass zum Beispiel wahrend der Embryonalentwicklung Nekrose
Apoptose als Substitut ersetzen kann. So kann der Verlust von Neuronen aus dem
Ruckenmark und aus dem Hirnstamm nach Blockierung von Apoptose durch
genetische Deletion der Caspasen 3 und 9 nicht verhindert werden (Oppenheim et
al., 2001). In Mausembryonen, die eine Mutation im APAF-1-Gen tragen, oder in
denen Caspasen medikamentOs inhibiert werden, tritt der Verlust interdigitaler Zellen
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durch Nekrose auf. Ein derartiger nekrotischer Zelltod konnte jedoch auch schon in
Wildtyp-Mausen beobachtet werden (Chautan et al., 1999).

All diese Beispiele weisen darauf hin, dass nekrotischer Zelltod Apoptose ersetzen
kann, wenn diese blockiert wird. So auch in dem hier untersuchten Fall: Werden
RAW Zellen in Anwesenheit des Caspaseninhibitors z-VAD.fmk mit E.coli Bakterien
inkubiert, so ist die Apoptose fast vollstandig inhibiert, wahrend eine grofRere
Population nun durch Nekrose stirbt. Der Anteil der toten Zellen an der gesamten
Zellpopulation bleibt dabei dhnlich grol (siehe Punkt 1.1.4, Abbildung 4A). Ahnliches
ist bei Uberexpression von Bcl-2 zu beobachten: In diesen RAW Makrophagen ist
nach Bakterienkontakt zwar kaum noch Apoptose zu beobachten, die Zellen werden
aber wegen des trotzdem stattfindenden nekrotischen Zelltods von dendritischen
Zellen effektiv phagozytiert (siehe Punkt 2.2.2, Abbildung 10D).

Es gibt auch Situationen - wie zum Beispiel im Schlaganfall - , wo die Trennungslinie
zwischen beiden Zelltodarten verschwimmt (Lipton and Nicotera, 1998), manchmal
scheinen beide Arten des Zelltodes ineinander Ubergehen zu konnen. Zumindest in
vitro fuhrt auch eine Induktion von Apoptose irgendwann zu einer Permeabilisation
der Plasmamembran, die Zelle unterliegt einer sekundaren Nekrose — in vivo wird
dieses Phanomen wegen schneller Beseitigung apoptotischer Zellen durch
professionelle Phagozyten eher selten gesehen (Proskuryakov et al., 2003). Diese
sekundare Nekrose nach primar stattfindender Apoptose wird in der Literatur haufiger
beschrieben. In unserem System nun stellt sich die Reihenfolge anders dar: Zu
frihen Zeitpunkten, bereits 4-6 Stunden nach Bakterienkontakt, kbnnen nekrotische
Zellen nachgewiesen werden, wahrend apoptotische Zellen erst nach 16-20 Stunden
beobachtet werden. Hierbei stellt sich die Frage, ob derartige primar nekrotische
Zellen auch noch sekundare Apoptose zeigen konnen, oder ob es sich hierbei um
verschiedene Zelltodarten in verschiedenen Zellen handelt. Bei
elektronenmikroskopischer Betrachtung der Makrophagen 24 Stunden nach
Behandlung mit E.coli Bakterien lassen sich zumindest Zellen finden, die das
typische Kernmuster apoptotischer Zellen aufweisen, jedoch auch eine eindeutige
Zerstorung der Plasmamembran als Merkmal nekrotischer Zellen zeigen (siehe
Punkt 1.1.3, Abbildung 3A und B). Bei diesen Zellen Iasst sich jedoch nicht klaren,
welche Form des Zelltodes zuerst aufgetreten ist. Die Tatsache, dass sich in einigen
Versuchen die Zahl der fruh-nekrotischen Zellen 6 Stunden nach Bakterienkontakt
und die Zahl der spat-apoptotischen Makrophagen nach 24 Stunden zu einem
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Prozentsatz von weit Uber 100 addiert, kdnnte jedoch ein Hinweis darauf sein, dass
trotz fruhen Verlusts der Integritat der Plasmamembran noch ein Zelltod durch
Apoptose maoglich ist. Dass Nekrose nicht gleichbedeutend mit einem sofortigen
Verlust aller Zellfunktionen ist, wird aktuell in ersten Untersuchungen deutlich: So
konnten Saelens et al. nachweisen, dass die Moglichkeit zur Proteinsynthese
wahrend des nekrotischen Zelltods persistiert (Saelens et al., 2005).

Ein Zelltyp kann verschiedene Stimuli sowohl mit nekrotischem als auch mit
apoptotischem Zelltod beantworten — was genau das Zellschicksal bestimmt, ist nicht
ganz klar. Eine Rolle spielt dabei in anderen Systemen die Intensitat des Stimulus,
das Expressionsniveau von Signal-Transduktoren und das Ausmall des
vorhandenen Kalziums und ATP (Yamashima, 2000). Auch scheint es manchmal
wichtig zu sein, ob ein Stimulus akut oder chronisch auftritt (Choi, 1992). In dem hier
untersuchten Fall fuhrt nun ein Stimulus, namlich der Kontakt mit niedrig pathogenen
E.coli Bakterien, zu apoptotischem und nekrotischem Zelltod. Es scheint also moglich

zu sein, dass unter den gleichen Bedingungen beide Zelltodformen initiiert werden.

1.2.3 Nekrose — ein physiologisch relevanter Prozess?

Lange Zeit galt Apoptose als geordnete, fein geregelte Form des Zelltodes, Nekrose
jedoch im Gegensatz dazu als ungeordneter Zusammenbruch einer Zelle unter
extremen Bedingungen. Nun verdichten sich jedoch die Hinweise darauf, dass auch
der nekrotische Zelltod einem festgelegten Programm unterliegt, das bei genauer
Kenntnis der Ablaufe auch inhibiert werden kann. Ein Kritikpunkt dieses Konzepts
der Nekrose als programmierter Ablauf war jedoch stets, dass diese Form des
Zelltodes nur in Situationen auftrat, in denen Apoptose entweder chemisch oder
genetisch inhibiert wurde.

Wir konnten nun zwei verschiedene Situationen beobachten, in denen Nekrose unter
Bedingungen auftritt, die wahrend einer Infektion erwartet werden konnen:

Vaccinia Viren tragen - wie auch eine Vielzahl anderer Viren - Gene in sich, die die
Apoptose ihrer Wirtszellen, die sie zur Vermehrung brauchen, verhindern. Nach
Infektion von RAW Zellen und primaren Knochenmarksmakrophagen mit dem
Vaccinia Virus MVA konnten wir nun feststellen, dass die Zellen wie erwartet keine
apoptotische Morphologie aufwiesen (siehe Punkt 1.2, Abbildung 7B und 7D).
Trotzdem starb ein Grolteil der Zellen, jedoch nicht durch Apoptose, sondern durch
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Nekrose: Die Makrophagen nahmen aufgrund defekter Plasmamembranen 19-24
Stunden nach Infektion den Vitalfarbstoff Eosin auf (Abbildung 7A und 7C). In
neueren Arbeiten wird beschrieben, dass manche Viren auch Gene enthalten, die
das Programm der Nekrose unterdrucken konnen (Chan et al., 2003). Die wahrend
dieser Untersuchungen gemachte Beobachtung, dass Mause, die das TNFR2
Protein nicht exprimieren und somit eine virale Infektion nicht mit Nekrose
beantworten kdnnen, das Virus auch nicht so effektiv eliminieren konnen, weist der
Nekrose eine mogliche Rolle in der Entwicklung einer Immunantwort zu.

Weiterhin konnten wir feststellen, dass auch die Infektion mit E.coli Bakterien zu
einem physiologischen Auftreten von Nekrose in einem naturlichen System fuhrt:
Ohne Apoptose zu blockieren, kann man bereits 4-6 Stunden nach Infektion Zelltod
durch Nekrose nachweisen. Dies konnte sowohl in vitro (Abbildung 1B) als auch in
vivo beobachtet werden (Kirschnek et al., 2004). In der Auseinandersetzung des
angeborenen Immunsystems mit diesen niedrig pathogenen E.coli Bakterien, aber
auch anderen Spezies wie Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Citrobacter freundii, Proteus mirabilis und Enterococcus faecalis (Kirschnek et al.,
2004), stellt somit das Auftreten von Nekrose in Phagozyten einen Prozess dar, der
moglicherweise haufig im Rahmen einer Immunantwort auf bakterielle Infektionen
ablauft.

Die Bedeutung dieser frih auftretenden Nekrose wird im Folgenden diskutiert. Denn
klar ist, dass die Form des Zelltods Auswirkungen auf die Entwicklung einer
Immunantwort hat — die verschiedenen Zelltodformen somit das Milieu in einem

Organismus entscheidend beeinflussen kdonnen.

2. Aufnahme toter Zellen durch Phagozyten

Wahrend die Phagozytose apoptotischer Zellen samt beteiligter Rezeptoren bereits
genau untersucht worden ist, weild man bis heute wenig Uber die Effektivitat und den

Mechanismus der Aufnahme nekrotischer Zellen durch Phagozyten.

2.1 Zelltod durch Nekrose ist ausreichend fiir eine schnelle und effektive

Aufnahme durch phagozytierende Zellen
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Unser System, in dem nach Koinkubation von E.coli Bakterien mit Makrophagen
sowohl nekrotischer als auch apoptotischer Zelltod nebeneinander auftritt, bietet eine
gute Moglichkeit, die Auswirkung beider Zelltodformen auf die Aufnahme der toten
Zellen durch professionelle Phagozyten zu untersuchen.

Hierbei konnten wir feststellen, dass sich wahrend einer zweistlindigen Koinkubation
die Aufnahme der Uberwiegend nekrotischen Zellpopulation acht Stunden nach
Bakterienkontakt vergleichbar effektiv wie die der gemischt apoptotisch-nekrotischen
Population nach 22 Stunden darstellte (siehe Punkt 2.2.2, Abbildung 10A). Ahnliches
gilt fur Situationen, in denen Apoptose durch den Pancaspaseninhibitor z-VAD.fmk,
Uberexpression von Bcl-2 oder Verwendung hitzeinaktivierter Bakterien blockiert
wurde (Abbildung 10C und D). Die typischen Veranderungen auf der Zelloberflache
apoptotischer Zellen (siehe Einleitung) scheinen somit nicht Voraussetzung fur eine
schnelle Beseitigung toter Zellen zu sein, vielmehr werden auch nekrotische Zellen
vergleichbar effektiv von dendritischen Zellen phagozytiert. Dieses Ergebnis deckt
sich nicht mit Untersuchungen von Brouckaert et al., in denen die Phagozytose
nekrotischer Zellen als weniger effizient und eine langere Zeitspanne beanspruchend
charakterisiert wird (Brouckaert et al., 2004). Es |asst sich in unserem System nicht
ausschlieBen, dass bei kurzerer Koinkubationszeit apoptotische Zellen einen
Phagozytose-Vorteil haben. Nach zweistindigem Kontakt kann man hier jedoch
keinen relevanten Unterschied in der Aufnahme der toten Zellen feststellen.
Zumindest im ,Endprodukt® nach ausreichend langem Kontakt zwischen Phagozyt
und toter Zelle lasst sich bei uns somit keine relevante Auswirkung der Zelltodform
auf die Effektivitat der Aufnahme beobachten.

Die Induktion von Nekrose in Makrophagen nach Kontakt zu E.coli Bakterien ist ein
Prozess, der sehr viel frher auftritt (bereits nach sechs bis acht Stunden) als das
erste Erscheinen apoptotischer Zellen. Trotzdem scheint der nekrotische Zelltod nicht
mit der Funktion der Makrophagen zu interferieren: Die intrazellulare Zersetzung der
phagozytierten Bakterien ist schon nach zwei bis vier Stunden abgeschlossen
(Hacker et al., 2002). Der nekrotische Zelltod in Phagozyten tritt also zu einem
frihestmaoglichen Zeitpunkt nach erfullter Funktion - hier der Verdau der Bakterien -
auf. Die Bedeutung dieser fruh auftretenden Nekrose konnte nun darin liegen, dass
es zu einer maximal schnellen Phagozytose durch dendritische Zellen und somit
Weiterreichung der bakteriellen Antigene zur Entwicklung einer spezifischen

Immunantwort kommen kann.
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2.2 Mechanismus der Phagozytose nekrotischer Zellen

Wie genau nekrotische Zellen von Phagozyten aufgenommen werden, ist nicht
bekannt. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass dieser Prozess ahnlich dem bei der
Phagozytose apoptotischer Zellen ist, zumindest werden in C.elegans die gleichen
Gene fur die Aufnahme apoptotischer und nekrotischer Zellen bendtigt (Chung et al.,
2000).

2.2.1 Phosphatidylserinexposition auf nekrotischen Zellen?

Die Exposition von Phosphatidylserin auf apoptotischen Zellen spielt eine grole
Rolle bei der spezifischen Aufnahme dieser Zellen durch professionelle Phagozyten
(siehe Einleitung, Punkt 2.1.1). Ob auch nekrotische Zellen Uber Phosphatidylserin
bzw. den Phosphatidylserin-Rezeptor aufgenommen werden, ist bis jetzt nicht genau
geklart, erste Versuche weisen darauf hin (Brouckaert et al., 2004). In unseren
Untersuchungen wiesen RAW Makrophagen sechs Stunden nach Bakterienkontakt
eine eindeutige Bindung von Annexin V, einem naturlichen Bindungspartner von
Phosphatidylserin, auf. Es kann aber nicht genau geklart werden, ob dies eine echte
Exposition von Phosphatidylserin auf der Oberflache der toten Zellen darstellt, wie
sie in der Apoptose durch eine Aktivierung der Phospholipid-Skramblase und eine
Inaktivierung der Aminphospholipid-Translokase erreicht wird (Frasch et al., 2000;
Verhoven et al., 1999). Denkbar ist auch, dass Annexin V nicht-spezifisch an die
Plasmamembran der toten Zellen bindet. Eine weitere Mdglichkeit ist, dass durch den
Verlust der Integritat der Plasmamembran zu einem frihen Zeitpunkt Annexin V in
die Zellen gelangen kann und an der Innenseite der Membran bindet.

Eine derartige Beteiligung von Phosphatidylserin an der Aufnahme nekrotischer
Zellen kollidiert jedoch mit der Annahme, dass Uber Phosphatidylserin und Ligation
des Phosphatidylserin-Rezeptors Entzindungsreaktionen und die Entwicklung einer
Immunantwort unterdrickt werden (siehe Einleitung, Punkt 2.1.1), Zelltod durch
Nekrose jedoch wahrscheinlich genau diese Reaktionen triggert. Es sind
verschiedene Erklarungen denkbar, wie nekrotische Zellen einer eigentlich
entzundungshemmenden Wirkung der Phosphatidylserinexposition entgegenwirken

konnen: Zum eine konnten zytoplasmatische Proteine wie Annexine die
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Bindungsstelle des Phosphatidylserins blockieren und somit eine Interaktion mit dem
Phosphatidylserinrezeptor verhindern. Dieser Effekt kann zumindest durch externe
Zugabe von Annexin V erreicht werden (Krahling et al., 1999). Ein anderer denkbarer
Mechanismus ware die Beteiligung von primar intrazellularen Proteasen am Abbau
des Phosphatidylserinrezeptors. Derartige Proteasen aus Zell-Lysaten konnten den
PSR spalten, seine antiinflammatorische Wirkung wirde dadurch beseitigt werden.
Unterstutzend fur diese Hypothese sind Beobachtungen, nach denen in
entzandlichen Bezirken mit hohen Konzentrationen von Proteasen die Beseitigung
apoptotischer Zellen gestort ist (Henson et al., 2001). Ein pathophysiologisches
Beispiel dafur stellen die Atemwege eines Patienten mit zystischer Fibrose dar: Hier
finden sich hohe Mengen an Neutrophiler Elastase (Birrer et al., 1994), es kommt zu
einer gestorten Aufnahme von apoptotischen neutrophilen Granulozyten und einer
heftigen Entzindungsreaktion. Flussigkeit, die aus den Atemwegen per Lavage
gewonnen wird, besitzt die Kapazitat, den Phosphatidylserinrezeptor in vitro zu
spalten (Henson et al., 2001). Als dritte Moglichkeit konnte stimulatorisches Material
wie zum Beispiel Hitze Schock Proteine oder Doppelstrang-DNA aus den lysierenden
nekrotischen Zellen freigesetzt werden und die antiinflammatorische Wirkung des
Phosphatidylserins kompensieren.

Eine Beteiligung von Phosphatidylserin an der Aufnahme nekrotischer Zellen scheint
somit denkbar — Einsichten Uber genauere Mechanismen bedurfen aber noch

weiterer Untersuchungen.

2.2.2 Rolle von MFG-E8 fiir die Aufnahme nekrotischer Zellen durch
Makrophagen

Milch-Fett-Globulin-EGF-Faktor 8 (MFG-E8), der von Makrophagen und
dendritischen Zellen produziert wird, wurde als Faktor identifiziert, Uber den
Phagozyten an apoptotische Zellen bei der Aufnahme binden (Hanayama et al.,
2002). MFG-ES8 dient dabei als Bruckenmolekul zwischen Phosphatidylserin auf der
Seite der apoptotischen Zelle und Integrinen, vor allem dem av3 Integrin, auf der
Seite der Phagozyten. Bei MFG-E8 dominant-negativen Peritonealmakrophagen
konnte dabei die Phagozytose apoptotischer Zellen in vitro und in vivo inhibiert

werden.
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Wahren viele Makrophagen und auch dendritische Zellen MFG-E8 sezernieren,
konnte in der Mausmakrophagenzelllinie J774 nur eine sehr geringe Menge an MFG-
E8 mRNA detektiert werden (Hanayama et al., 2002). Bei Koinkubation von J774
Zellen mit nekrotischen Makrophagen sechs Stunden nach Bakterienexposition
kommt es jedoch trotzdem zu eine effektiven Phagozytose der Zellen (siehe
Abschnitt 2.2, Abbildung 15). Eine groRere Menge an MFG-E8 scheint somit nicht

essentiell notwendig fur die Aufnahme nekrotischer Zellen zu sein.

3. Auswirkung des Bakterien-induzierten Zelltods in Makrophagen auf die

Entwicklung einer anti-bakteriellen Inmunantwort

3.1. Der Zelltod der Makrophagen fuhrt zur Aufnahme des bakteriellen Antigens
durch dendritische Zellen

Obwohl der Verdau der Bakterien durch Makrophagen nach Phagozytose noch
erfolgreich stattfindet, stirbt ein Teil der Zellen bereits vier bis sechs Stunden nach
Bakterienkontakt. Wie bereits unter Punkt 2.1 besprochen, konnte die Bedeutung
dieses frihen Zelltods in der schnellen Aufnahme durch dendritische Zellen liegen.
Unterstrichen wird diese Hypothese, wenn man die Rollen, die die einzelnen Zellen
im Rahmen einer Immunantwort spielen, naher betrachtet:

Zwar sind wahrscheinlich dendritische Zellen nicht die einzige Zellform, die prinzipiell
zur Kreuz-Prasentation fahig sind. Hierzu zahlen auch Makrophagen (Kovacsovics-
Bankowski et al., 1993; Rock et al., 1990) B-Zellen (Ke and Kapp, 1996) und
Endothelzellen wie zum Beispiel sinusoidale Leberendothelzellen (Limmer et al.,
2000). Es haufen sich jedoch die Hinweise darauf, dass die Kapazitat und Effektivitat
der anderen Zellen — wie zum Beispiel der Makrophagen — in dieser Hinsicht stark
beschrankt ist.

Im Gegensatz zu Dendritischen Zellen zeigte sich, dass Influenza- infizierte
Monozyten nur schlechte Stimulatoren einer zytotoxischen T-Lymphozyten-Antwort
sind (Bhardwaj et al., 1994). Dies mag zum Teil daran liegen, dass haufig nur ein
kleiner Prozentsatz (zum Teil weniger als 5%) der Makrophagen zur Kreuz-
Prasentation fahig ist (Norbury et al., 1995; Rock et al., 1990). Unter diversen
Umstanden erscheinen Makrophagen sogar die Fahigkeit zur Kreuz-Prasentation zu
fehlen: So wird l6sliches Ova-Antigen von Dendritischen Zellen, aber nicht von
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Makrophagen auf MHC Klasse | prasentiert (Mitchell et al., 1998). Obwohl sich
Makrophagen effizient in der Aufnahme apoptotischer Zellen erwiesen, konnten
Albert et al. keine Generierung von Peptid-MHC | Komplexen beobachten — die
Makrophagen behinderten sogar die Fahigkeit der gleichzeitig anwesenden
dendritischen Zellen zur Kreuz-Prasentation (Albert et al., 1998Db).

Die Rolle von Makrophagen bei der Kreuz-Prasentation von Antigenen bleibt somit
unklar.

Dendritische Zellen dagegen scheinen diese Fahigkeit in hohem Mal} zu besitzen. So
konnte gezeigt werden, dass nach einer in vivo Deletion von Dendritischen Zellen die
Kreuz-Prasentation von Antigenen im Rahmen einer Listeria monocytogenes - oder
Plasmodium yoelii — Infektion nicht mehr moglich ist (Jung et al., 2002). Wichtig ist
auch die Eigenschaft dendritischer Zellen, nach Phagozytose von Antigenen in
drainierende Lymphknoten zu wandern (Heath et al., 2004). Dieser Prozess erhoht
die Chance, auf geeignete CD4 und CD8 T-Zellen zu treffen, die sich vor allem in
diesen lymphatischen Geweben befinden (Austyn and Larsen, 1990). Aulierdem
scheinen dendritische Zellen der einzige Zelltyp zu sein, der naive, ruhende T-Zellen
zur Proliferation und Differenzierung in Effektor-T-Lymphozyten aktivieren kann
(tano and Jenkins, 2003). Im Gegensatz zu Makrophagen konnten dendritische
Zellen Antigen aus aufgenommenen apoptotischen Zellen kreuz-prasentieren und
dabei zytotoxische T-Lymphoyzten aktivieren (Albert et al., 1998b). Kennzeichnend
ist die hohe Potenz dendritischer Zellen, T-Zellen zu stimulieren: Es sind nur wenige
dendritische Zellen und eine niedrige Menge an Antigen notwendig (in manchen
Fallen reichen picomolare und nanomolare Antigenkonzentrationen, siehe Sallusto et
al., 1995), um eine starke T-Zell-Antwort auszulosen (Banchereau and Steinman,
1998): In einer gemischten Leukozyten-Reaktion zwischen einem potentiellen
Transplantat-Spender und den T-Zellen des Empfangers kann eine einzige
dendritische Zelle 100-3000 T-Zellen aktivieren. All diese Ergebnisse sprechen dafur,
dass dendritische Zellen eine einzigartige Rolle in der Kreuz-Prasentation und
Einleitung einer Immunantwort einnehmen.

In unserem System stehen nun zwar die Makrophagen in der ersten Reihe der
Abwehr von Bakterien. Durch deren schnellen Zelltod und die effektive Aufnahme
durch dendritische Zellen, wird primar in den Makrophagen enthaltenes bakterielles
Antigen jedoch rasch an die dendritischen Zellen weitergereicht, und somit werden

optimale Bedingungen fur die Entwicklung einer antibakteriellen Immunantwort
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geschaffen. Dies fuhrt dann auch zu einer erfolgreichen Prasentation von in den
Makrophagen enthaltenen Antigenen an T-Zellen (siehe Punkt 4, Abbildung 20A).

3.2 Reifungzustand der dendritischen Zellen nach Aufnahme

3.2.1 Der nekrotische Zelltod konnte die Entwicklung einer antibakteriellen

Immunantwort unterstiitzen

Dendritische Zellen nehmen eine einzigartige Schlusselstellung in der Entwicklung
einer Immunantwort ein, da sie nicht nur eine Immunantwort gegen spezielle
Antigene induzieren, sondern auch das Immunsystem so konditionieren konnen,
dass es diese Antigene toleriert (Banchereau and Steinman, 1998). Dass
apoptotische Zellen ohne eine Entzindungs- oder Immunreaktion beseitigt werden,
nekrotische Zellen jedoch gerade derartige Reaktionen hervorrufen, stellt eine
vielfach vertretene Position dar (siehe Einleitung, Punkt 3.2.2).

In einigen Fallen fuhrte jedoch eine Aufnahme von Antigenen aus nekrotischen im
Gegensatz zu apoptotischen Zellen nicht zu einer effektiven Antigenprasentation auf
MHC | (siehe Einleitung, Punkt 3.2.2). Dies konnte zumindest in einigen Fallen
dadurch erklarbar sein, dass die dendritischen Zellen in Anwesenheit der
nekrotischen Zellen reifen und somit nicht mehr effektiv phagozytieren konnen (siehe
auch Larsson et al., 2001). Ein derartiger Effekt konnte in unseren Versuchen jedoch
ausgeschlossen werden: Die nekrotischen Makrophagen wurden effektiv von den
dendritischen Zellen aufgenommen, so dass eine Behinderung dieses Prozesses mit
Auswirkung auf eine erfolgreiche Kreuz-Prasentation ausgeschlossen werden kann.
Ganz im Gegenteil: Der nekrotische Zelltod erscheint in unserem System sogar
forderlich, da er durch Reifung der dendritischen Zellen nach Aufnahme sogar zu
einer effektiveren Induktion einer Immunantwort fuhren konnte (Gallucci et al., 1999;
Sauter et al., 2000). Als mogliche Mediatoren, die aus nekrotischen Zellen freigesetzt
werden konnen, kommen dabei Proteine wie Hitze-Schock-Proteine (Somersan et
al., 2001) oder HMGB1 (Scaffidi et al., 2002) und zellulare DNA (Ishii et al., 2001) in
Frage (siehe auch Einleitung, Punkt 3.2.2).

Grundsatzlich mussen derartige Experimente jedoch immer kritisch betrachtet
werden: Bei Koinkubation von dendritischen Zellen mit apoptotischen und

nekrotischen Zellen konnten in Versuchen von Salio et al. nur diejenigen eine
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Reifung von dendritischen Zellen bewirken, die mit Mykoplasmen kontaminiert waren
(Salio et al., 2000). Eine Infektion unserer RAW Makrophagen mit Mykoplasmen
konnten wir jedoch ausschliefden.

Unsere Daten weisen darauf hin, dass der durch Bakterien induzierte nekrotische
Zelltod Teil der zellularen Antwort in Makrophagen auf Kontakt zu Bakterien oder
bakteriellen Komponenten ist. Durch die schnelle effektive Aufnahme durch
dendritische Zellen ist gewahrleistet, dass die Antigene in potente Antigen-
prasentierende Zellen gelangen, um eine spezifische erworbene Immunantwort
einleiten zu konnen. Der Prozess der Nekrose konnte dabei durch raschere
Aufnahme wegen dieses fruher auftretenden Zelltods und durch Unterstitzung der
Reifung der dendritischen Zellen positive Signale fur die Entwicklung einer

Immunantwort liefern.

3.2.2 Der Prozess der Aktivierung vor Apoptoseinduktion tragt zur Reifung der
dendritischen Zellen bei

Auch wenn der Zelltod durch Nekrose in Makrophagen wohl bereits einen
immunstimulatorischen Faktor darstellt, so tragt sicherlich auch die Anwesenheit der
Bakterien zu der Reifungsinduktion der dendritischen Zellen bei. Unter Verwendung
der Zelllinie RAW K14 haben wir nun die Moglichkeit, die Auswirkung einer isolierten
Toll-like-Rezeptor-Aktivierung der Makrophagen vor der Zelltodinduktion auf die
dendritischen Zellen zu untersuchen. Hierbei konnten wir feststellen, dass eine
Koinkubation von aktivierten apoptotischen Makrophagen mit dendritischen Zellen
auf diesen eine verstarkte Expression kostimulatorischer Molekile bewirkt (siehe
Punkt 3.1, Abbildung 17). Zur Erreichung eines derartigen Effekts reichte sogar
schon der Uberstand der voraktivierten, apoptotischen Makrophagen aus (siehe
Punkt 3.2, Abbildung 18).

Welche Mediatoren zu dieser Reifung beitragen, ist bis zu diesem Zeitpunkt nicht
bekannt. Unwahrscheinlich erscheint nach unseren Versuchen ein wesentlicher
Beitrag einer Sekretion von TNF (siehe Punkt 3.3, Abbildung 19).

Ein endogenes Gefahrensignal, das fahig ist, zur Reifung von dendritischen Zelle
beizutragen und die Entwicklung einer CD8" T-Zell-Antwort zu unterstiitzen, ist
Harnsaure (Shi et al., 2003). Die Menge an intrazellularer Harnsdure wird bei
Induktion von Apoptose durch zum Beispiel Ultraviolett-Bestrahlung oder Behandlung
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mit Cycloheximid oder Emetin erhoht. Bei Verletzung oder Lyse der Zellen entweicht
die Harnsaure. Es ist nicht bekannt, ob diese unter bestimmten Bedingungen auch
aus apoptotischen Zellen freigesetzt werden kann. Denkbar ist jedoch, dass dies bei
Aktivierung der Zelle geschieht, um den Entzundungsprozess zu unterhalten.

Auch Hitze-Schock-Proteine, die zu den meist verbreiteten und bestkonservierten
Molekulen in Saugetierzellen zahlen, kdnnen die Expression antigenprasentierender
und kostimulatorischer Molekule auf dendritischen Zellen induzieren. Auch wenn es
Hinweise darauf gibt, dass vor allem nekrotische, aber nicht apoptotische Zellen
Hitze-Schock-Proteine wie gp96 oder hsp70 freisetzen (Basu et al., 2000; Somersan
et al.,, 2001), so ist es jedoch auch denkbar, dass dies auch in aktivierten
apoptotischen Zellen geschieht.

Die genaue Identifikation der Faktoren, die von sterbenden, aktivierten Zellen
freigesetzt werden und die Entwicklung einer Immunantwort unterstutzen, bedarf
sicherlich noch weiterer Untersuchungen. Die Erkenntnis, dass eine Aktivierung von
Zellen vor Apoptoseinduktion eine Reifung von dendritischen Zellen bewirken kann,
deutet aber darauf hin, dass es nicht eine einfache Gleichsetzung des apoptotischen
Zelltodes mit einer immunsuppressorischen Wirkung geben darf. Fir unser Modell
bedeutet dies, dass wahrscheinlich nicht nur die nekrotischen, sondern auch die
aktivierten apoptotischen Makrophagen nach Aufnahme der E.coli Bakterien zur
Reifung der dendritischen Zellen und somit einer effektiven Entwicklung einer anti-

bakteriellen Immunantwort beitragen.
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V. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde der bakterieninduzierte Zelltod in Phagozyten und dessen
Auswirkung auf eine anti-bakterielle Immunantwort untersucht.

Der erste Teil der Arbeit widmete sich dem Zelltod in Makrophagen nach der
Aufnahme von E.coli Bakterien. Hierbei zeigte sich, dass nach einem effektiven
Verdau der Bakterien - bereits nach 4-6 Stunden - ein Teil der Phagozyten ihre
Plasmamembran-Integritat verliert, ohne Hinweise auf apoptotischen Zelltod zu
zeigen: Die Zellen sterben durch Nekrose. Erst nach 16-20 Stunden treten zusatzlich
auch apoptotische Zellen auf. Nekrose tritt dabei unabhangig von Apoptose auf: Bei
Verwendung hitzeinaktivierter Bakterien (die nicht mehr phagozytiert werden),
Blockierung von Caspasen durch z-VAD.fmk oder Uberexpression von Bcl-2 konnte
zwar Apoptose blockiert werden, die Zellen starben aber dennoch durch Nekrose.
Diese Form des Zelltods, die sonst oft nur unter extremen in vitro Bedingungen, bei
schwerer Zell-Traumatisierung oder Blockierung von Apoptose auftritt, scheint somit
ein relevanter Teil der zellularen Antwort von Phagozyten auf den Kontakt zu
Bakterien oder bakteriellen Bestandteilen zu sein.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Bedeutung des nekrotischen Zelltods fur eine
Aufnahme der toten Zellen durch dendritische Zellen evaluiert. Hierbei konnten wir
feststellen, dass der Zelltod durch Nekrose ausreichend ist fur eine schnelle und
effektive Aufnahme durch phagozytierende Zellen: Es konnten keine grof3en
Diskrepanzen in der Effektivitat der Phagozytose apoptotischer und nekrotischer
Zellen festgestellt werden. Wie bereits fur apoptotische Zellen bekannt, konnte auch
bei der Aufnahme nekrotischer Zellen eine — wenn auch vielleicht nur passive —
Exposition von Phosphatidylserin eine Rolle spielen.

Der fruh auftretende nekrotische Zelltod fuhrt somit zu einer schnellen Weitergabe
von bakteriellen Antigenen an dendritische Zellen. Diese nehmen eine
Schlusselstellung im Immunsystem ein, da sie sowohl Toleranz als auch die
Entwicklung einer spezifischen Immunantwort induzieren konnen. Diese
Entscheidung kann durch die Form des Zelltodes beeinflusst werden: Wahrend
nekrotischen Zellen eine immunstimulatorische Wirkung zugeschrieben wird, gelten
apoptotische Zellen eher als antiinflammatorisch. Im dritten Teil dieser Arbeit konnten
wir jedoch feststellen, dass auch aktivierte apoptotische Zellen zu einer Reifung von
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dendritischen Zellen beitragen konnen. Dies geschieht durch einen oder mehrere
|6sliche Faktor(en), die jedoch noch identifiziert werden mussen.

Reife dendritische Zellen kdnnen phagozytiertes Material effektiv an ihrer Oberflache
prasentieren. Im vierten Teil der Arbeit konnte diese einzigartige Fahigkeit der
dendritischen Zellen zur Kreuz-Prasentation bestatigt werden: Antigen, das aus
phagozytierten toten Makrophagen stammt, wurde erfolgreich von dendritischen
Zellen an T-Zellen prasentiert.

Die Kombination aus nekrotischen und aktivierten apoptotischen Makrophagen nach
Aufnahme von Bakterien scheint somit einen starken Stimulus fur die aufnehmenden
dendritischen Zellen zur Einleitung einer spezifischen Immunantwort darzustellen.
Die vorliegende Arbeit weist somit dem Zelltod nach Phagozytose von Bakterien eine

relevante Funktion in der Modulation einer Immunantwort zu.
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