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Supplementary figures 

 

 

 

Fig. S1 Delayed clearance of O. tsutsugamushi in liver tissue of CCR2-/- mice 

CCR2-/- or C57BL/6 mice were infected with 5,000 sfu O. tsutsugamushi in the hind footpad. 

Per genotype, n=3 mice were sacrificed on days 10, 14, 17 and 21, and bacterial 

concentrations were quantified from the liver by traD-specific qPCR. Data from two 

independent experiments were pooled; shown are means of bacterial concentrations from 

organs of n=2x3=6 mice per genotype and time point ± SD. * p<0.05 by two-way ANOVA. 
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Fig. S2 Expression of MHCII but not F4/80 on CCR2-/- Ly6Chi pulmonary monocytes is 

delayed during infection with O. tsutsugamushi 

On CD11b+ Ly6Chi pulmonary monocytes from infected C57BL/6 and CCR2-/- mice, the 

expression of F4/80 (A) and MHCII (B) was measured by FACS. Shown are percentages of 

positive Ly6Chi cells expressing the respective marker (histograms and statistics). Data were 

pooled from 2 independent experiments (n=2x3=6 mice per timepoint and genotype, mean 

± SD). * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 by two way-ANOVA. 
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Fig. S3 Expression of CCR2 on CD11b+ Ly6Chi and Ly6Clo monocytes  

PBMC from peripheral blood of C57BL/6 and CCR2-/- mice were stained for CD11b, Ly6C, Ly6 

and CCR2 (n=5 animals). (A) Gating strategy. (B) Among all CD11b+ cells, C57BL/6 mice show 

higher percentages of Ly6Chi and Ly6Clo monocytes than CCR2-/- mice (left and middle panel), 

and higher percentages of Ly6Chi per all Ly6C+ monocytes (right panel). (C) CCR2 expression 

on Ly6Chi and Ly6Clo monocytes (histogram for C57BL/6 mice, left panel). C57BL/6 express 

higher levels of CCR2 than CCR2-/- mice not only in Ly6Chi (middle panel) but also Ly6Clo 

monocytes (right panel). (D) Histogram of CCR2 staining with unstained control. **, p<0.01 

by Mann-Whitney test. 
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Fig. S4 CCR2 deficiency does not cause profound deficits in splenic monocyte/neutrophil 

responses and antibacterial defense during infection with O. tsutsugamushi 

C57BL/6 and CCR2-/- mice were infected with 5,000 sfu O. tsutsugamushi in the hind footpad, 

and spleens were removed at days 10, 14, 17 and 21 p.i. and processed for further analysis. 

(A) Expression of Ly6C and Ly6G was measured by FACS on pre-gated CD11b+ cells (see Fig. 

3). (B) Shown are percentages of positive Ly6Chi of all LyC+ cells (left panel) and the entire 

number of CD11b+ Ly6Chi cells per spleen (right panel). (C) On days 10, 14, 17 and 21 p.i., the 

bacterial concentration was measured by traD qPCR from spleen samples.  (D) The size of 

CD11b+ Ly6Clo monocyte and (E) CD11b+ Ly6G+ granulocyte populations was analyzed from 

FACS data. Data in C were from two independent experiments (n=6 mice per genotype and 

timepoint, mean ± SD); data in A,B,D,E were from one experiment (n=3 mice per genotype 

and timepoint, mean ± SD). * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001, **** p<0.0001 by two way-

ANOVA. 
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2. Darstellung der Publikation mit Literaturverzeichnis 

2.1 Orientia tsutsugamushi 

Orientia (O.) tsutsugamushi, ein Gram-negatives und obligat intrazelluläres Bakterium, ist der 

Auslöser des Tsutsugamushi-Fiebers (englisch: scrub typhus). Die Erkrankung betrifft vornehmlich 

den ostasiatischen Pazifikraum im sogenannten Tsutsugamushi-Dreieck, Infektionen in Afrika und 

Südamerika sind beschrieben (Jiang, Richards 2018). Die Übertragung von O. tsutsugamushi erfolgt 

über die Haut während des Bisses infektiöser Milbenlarven als Vektoren. Nach einer Infektion 

kommt es an der Inokulationsstelle zu einer Hautnekrose, welche in leichten Verläufen von Fieber 

und grippeartigen Symptomen begleitet wird (Paris, Phetsouvanh et al. 2012). In schwereren Fällen 

sind interstitielle Lungenentzündungen und akutes Lungenversagen bis zum Multiorganversagen 

beschrieben (Chi, Huang et al. 1997, Astrup, Janardhanan et al. 2014). Unbehandelt kann das 

Tsutsugamushifieber letal verlaufen. Pro Jahr betrifft die Erkrankung nach Schätzung der 

Weltgesundheitsorganisation (WHO) etwa 1 Million Menschen (Kelly, Fuerst et al. 2009). Eine 

antibiotische Behandlung mit Doxycyclin (Wangrangsimakul, Phuklia et al. 2020), alternativ 

Rifampicin oder Makroliden (Luce-Fedrow, Lehman et al. 2018) ist effektiv. Im Mausmodell lässt 

sich eine deutliche Makrophagenantwort und ein Tropismus des Erregers für Monozyten und 

Makrophagen sowie eine Lungenbeteiligung mit interstitiellen und peribronchialen 

Makrophagenläsionen feststellen (Keller, Hauptmann et al. 2014). Auch in der Lunge menschlicher 

Patienten ist eine interstitielle Lungenentzündung typisch (Song, Kim et al. 2004, Jeong, Kim et al. 

2007, Chen, Chang et al. 2012). In der vorliegenden Arbeit wurde zur Untersuchung der Rolle von 

Monozyten ein selbstheilendes Mausmodell in der C57BL/6-Maus gewählt. Die am Fuß intradermal 

durchgeführte Infektion der Tiere kommt dem natürlichen Infektionsweg sehr nahe (Hauptmann, 

Kolbaum et al. 2016). Verwendet wurde der humanpathogene Karp-Stamm des Bakteriums, welcher 

sich in BALB/c-Mäusen im Gegensatz zum Gilliam-Stamm bei einer intraperitonealen Infektion als 

letal erweist (Groves, Kelly 1989).  

2.2 Monozyten und Makrophagen als Teil der Immunantwort 

Einen wichtigen Teil der Immunantwort auf die Infektion mit O. tsutsugamushi stellt bei Menschen 

und Mäusen eine Induktion Monozyten-bezogener Chemokine dar (Cho, Seong et al. 2000, Cho, 

Seong et al. 2001, Cho, Seong et al. 2002, Luce-Fedrow, Lehman et al. 2018).  

Monozyten gehören zum mononukleären Phagozytensystem (MPS). Sie finden sich im Blut, 

Knochenmark und der Milz und entwickeln sich aus einer sequentiellen Reihe hämatopoetischer 

Stammzellen im Knochenmark. In Mäusen werden zwei verschiedene Monozytentypen 

unterschieden (Italiani, Boraschi 2014). Zum einen sind dies inflammatorische Monozyten, 

identifiziert anhand der Oberflächenmarker CD11b+, Ly6Chi, Ly6G-. Sie werden zügig zu Infektions- 

oder Entzündungsherden rekrutiert (Serbina, Jia et al. 2008). Von ihnen wird außerdem der CC 

Chemokinrezeptor 2 (CCR2), ein Rezeptor für die Chemokine CC-chemokine ligand 2 und 7 
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(CCL2/CCL7), stark exprimiert (Shi, Pamer 2011). Für den Austritt der Ly6Chi-Monozyten aus dem 

Knochenmark ist die Bindung von CCL2 an CCR2 entscheidend. Shi et al. wiesen nach, dass hierfür 

eine lokale Produktion von CCL2 im Knochenmark erforderlich ist: Mesenchymale Stammzellen 

produzieren CCL2 als Reaktion auf geringe Mengen zirkulierender Toll-like-Rezeptor (TLR)-

Liganden und lösen damit die Freisetzung von Ly6Chi/CCR2+-Monozyten in die Blutbahn aus (Shi, 

Jia et al. 2011). Neben der Aktivierung von Toll-like-Rezeptoren scheinen auch Typ I-Interferone 

einen Einfluss auf die CCL2-Produktion zu haben (Serbina, Shi et al. 2012). So beeinflussen CCR2-

vermittelte Signale im Knochenmark die Häufigkeit von Ly6Chi-Monozyten im Blutkreislauf 

(Serbina, Pamer 2006). Dieser Monozytentyp wird also aus dem Knochenmark zum jeweiligen 

Inflammationsherd rekrutiert (Shi, Pamer 2011). Zum einen scheint dieser Zelltyp unter steady-state-

Bedingungen bestimmte „Makrophagendepots“ u.a. im Verdauungstrakt (Rivollier, He et al. 2012), 

in der Haut (Tamoutounour, Guilliams et al. 2013), im Herzen (Epelman, Lavine et al. 2014) und in 

der Lunge (Guilliams, De Kleer et al. 2013) auszutauschen und zu ersetzen, zum anderen infiltrieren 

diese Monozyten erkranktes Gewebe in großer Anzahl und differenzieren zu inflammatorischen 

Makrophagen oder Tip-DC´s (TNF/iNOS-Producing Dendritic Cells) (Serbina, Salazar-Mather et al. 

2003). Bei Mäusen, die CCR2 nicht exprimieren, ist die CCR2-abhängige Rekrutierung 

inflammatorischer Ly6Chi-Zellen aus dem Knochenmark gestört. Es werden schwere Defizite bei der 

Rekrutierung inflammatorischer Monozyten und Gewebemakrophagen zum Beispiel unter einer 

Infektion mit Listeria monocytogenes oder bei der Bildung arteriosklerotischer Plaques beobachtet 

(Kurihara, Warr et al. 1997, Boring, Gosling et al. 1998, Serbina, Pamer 2006). Folglich kann eine 

Infektion bei von einem CCR2-Mangel betroffenen Mäusen mit einem protrahierten 

Krankheitsverlauf einhergehen, zum Beispiel bei Infektionen mit Listeria monocytogenes, 

Mycobacterium tuberculosis oder Toxoplasma gondii (Kurihara, Warr et al. 1997, Peters, Scott et al. 

2001, Italiani, Boraschi 2014, Biswas, Bruder et al. 2015). Andererseits kann die Abwesenheit dieser 

inflammatorischen Monozyten einen Infektionsverlauf auch günstig modulieren, zum Beispiel bei 

Amöbiasis (Helk, Bernin et al. 2013), oder zu einem milderen Krankheitsbild führen, beispielsweise 

bei Arteriosklerose (Boring, Gosling et al. 1998). Neben diesen inflammatorischen Monozyten 

existieren residente Monozyten, klassifiziert als CD11b+ Ly6Clo Ly6G-. Diese Zellen exprimieren 

hohe Level von CX3CR1-Rezeptoren, jedoch nur geringe CCR2-Level und sind somit von einer 

CCR2-vermittelten Rekrutierung aus dem Knochenmark nicht unmittelbar betroffen (Shi, Pamer 

2011). Dieser Zelltyp ist durch patrouillierende Funktionen im und am Gefäßendothel charakterisiert 

(Auffray, Fogg et al. 2007). Von hier aus können diese Zellen in entzündetes Gewebe einwandern, 

und dann beispielsweise nach Differenzierung in Makrophagen unter Hochregulation der 

Transkriptionsfaktoren cMaf und Mafb regenerierende Funktionen („tissue repair“) übernehmen 

(Auffray, Fogg et al. 2007, Nahrendorf, Swirski et al. 2007). cMaf und Mafb als 

Transkriptionsfaktoren unterstützen dabei eine M2-Polarisierung (siehe unten) von Makrophagen 

(Kim 2017, Liu, Tong et al. 2020). 
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Makrophagen werden ebenfalls dem mononukleären Phagozytensystem zugerechnet. Es handelt sich 

um einen sehr heterogenen Zelltyp, der je nach Gewebe hochspezialisiert ist und entsprechend 

benannt wird (z.B. Osteoklasten, Alveolarmakrophagen, Langerhanszellen, Kupfferzellen) (Gautier, 

Shay et al. 2012). Gemeinsam ist ihnen die Aufgabe der Aufrechterhaltung der Homöostase innerhalb 

der verschiedenen Gewebe, („remodelling and tissue repair“) und die Immunabwehr mittels 

Phagozytose, Antigenpräsentation, Sekretion von Chemokinen, pro- und antiinflammatorischen 

Zytokinen oder auch Wachstumsfaktoren. In der Durchflusszytometrie lassen sie sich neben den 

bereits für die Monozyten erwähnten Oberflächenmarkern auch durch das Oberflächenmolekül 

F4/80 identifizieren (Gordon, Hamann et al. 2011), histologisch lassen sie sich über eine IBA1 

(ionized calcium binding adapter molecule 1)-Färbung darstellen (Sasaki, Ohsawa et al. 2001). Die 

Vorstellung, dass Gewebsmakrophagen unter steady-state-Bedingungen ausschließlich von 

zirkulierenden Monozyten aus dem Blut stammen, gilt mittlerweile als weitgehend überholt. Zum 

einen konnte gezeigt werden, dass embryonale Vorläuferzellen aus dem Dottersack existieren, von 

denen Makrophagen abstammen (Epelman, Lavine et al. 2014, Gomez Perdiguero, Klapproth et al. 

2015), zum anderen ist bekannt, dass Gewebsmakrophagen ihren Bestand mittels lokaler 

Proliferation aufrecht erhalten können (Hashimoto, Chow et al. 2013, Ginhoux, Jung 2014). Im Blut 

zirkulierende, aus dem Knochenmark stammende Monozyten können aber residente 

Makrophagenpopulationen durch Infiltration ersetzen (Scott, Zheng et al. 2016). Es zeigt sich hier 

also ein weiterer Hinweis für die große Plastizität und Flexibilität innerhalb des Monozyten-

Makrophagensystems. Die aktivierten Phänotypen von Makrophagen werden von einigen Autoren 

in ein veranschaulichendes M1/M2-Konzept eingeteilt. Während M1-Makrophagen hauptsächlich 

eine entzündungsfördernde Funktion zugesprochen wird, sollen M2-Makrophagen an 

entzündungshemmenden bzw. regenerierenden Reaktionen beteiligt sein (Mills 2012, Yunna, 

Mengru et al. 2020). Die Funktion der unterschiedlichen Aktivierung der Makrophagensubtypen 

beruht auf einem unterschiedlichen Arginin-Stoffwechsel. M1-Makrophagen exprimieren Stickoxid 

(NO)-Synthase, das Arginin zu NO und Citrullin metabolisiert. M2-Makrophagen exprimieren das 

Enzyms Arginase, das Arginin zu Ornithin und Harnstoff hydrolysiert (Rath, Müller et al. 2014). 

Ornithin wirkt unterstützend im Rahmen der Gewebeheilung und Zellproliferation, im Gegensatz 

dazu ist NO ein wirkungsvolles Bakterizid (MacMicking, Xie et al. 1997). In vitro lässt sich eine 

Polarisation der Makrophagen in Richtung des M1-Phänotyps durch infektiöse Mikroorganismen 

oder zum Beispiel durch Lipopolysaccharid, Tumornekrosefaktor (TNF)-α oder Interferon (IFN)-γ 

stimulieren. M1-Makrophagen produzieren neben toxischem NO und reaktiven Sauerstoffspezies 

wie Superoxidanionen auch inflammatorische Zytokine wie IL-1β, TNF, IL-6 und induzieren eine 

Th1-Polarisation von CD4+-Zellen (Italiani, Boraschi 2014). Die M2-Polarisation von Makrophagen 

gilt als das „Standard-Programm“ geweberesidenter Makrophagen (Murray, Wynn 2011). Sie kann 

in vitro durch Th2-assoziierte Chemokine wie IL-4 und IL-13, bestimmte TLR-Liganden und 

antiinflammatorische Moleküle wie IL-10, Transforming-Growth-Factor (TGF)-β sowie 
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Glukokortikoide forciert werden (Martinez, Sica et al. 2008, Gordon, Martinez 2010). M2-aktivierte 

Makrophagen verstärken die Th2-Polarisation, „tissue remodelling“, allergische Reaktionen und 

Angiogenese (Sica, Mantovani 2012). Allerdings konnte am Beispiel der Multiplen Sklerose gezeigt 

werden, dass einzelne Makrophagen auch gemischte Phänotypen aufzeigen können (Vogel, 

Vereyken et al. 2013). Die zunehmende Identifizierung vieler weiterer polarisierender Stimuli und 

neuer Sub-Phänotypen der Polarisation zeigt die Limitation des M1/M2-Konzeptes (Martinez, 

Gordon 2014). Eine weitere Frage ist, ob und wie eine phänotypische und funktionelle 

Differenzierung von Makrophagen auch in vivo stattfindet. Hierzu gibt es mehrere Hypothesen, die 

kontrovers diskutiert werden (Italiani, Boraschi 2014). Es konnte aber sowohl die Differenzierung 

von Ly6Chi-Zellen in M1-Makrophagen und von Ly6Clo-Zellen in M2-Makrophagen (Auffray, Fogg 

et al. 2007, Nahrendorf, Swirski et al. 2007) als auch die Differenzierung von Ly6Chi-M1-Zellen zu 

Ly6Clo-M2-Zellen beobachtet werden (Crane, Daley et al. 2014). Während gezeigt wurde, dass O. 

tsutsugamushi die M1-Reaktionen in der Lunge induziert (Trent, Liang et al. 2020), wurden bisher 

keine Studien zur Chemokin-gesteuerten Rekrutierung myeloischer Zellen in der Infektion mit O. 

tsutsugamushi veröffentlicht. Allerdings sind erhöhte Plasmakonzentrationen der Chemokine CC-

Chemokine Liganden 2 und 4 (CCL2/CCL4, monocyte chemoattractant protein-1/macrophage 

inflammatory protein-1b) bei schweren Verläufen einer Infektion mit O. tsutsugamushi beschrieben 

(Astrup, Janardhanan et al. 2014). In der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese aufgestellt, dass 

CCR2 für die Entwicklung pulmonaler Monozyten-/Makrophagen-Reaktionen und die damit 

verbundene bakterielle Clearance bei O. tsutsugamushi-Infektionen entscheidend ist. In einem 

Modell der intradermalen O. tsutsugamushi-Mausinfektion konnte eine relevante Rolle von CCR2 

bei der Bildung von Lungenläsionen, der Pathogenabwehr sowie der Monozyten/Makophagen-

Differenzierung nachgewiesen werden. 

2.3 Ergebnisse 

Im Folgenden werden die Ergebnisse der von mir veröffentlichten Studie zusammengefasst. Der 

Verweis auf im Folgenden erwähnte Abbildungen bezieht sich auf die in diesem veröffentlichten 

Artikel befindlichen und entsprechend nummerierten Abbildungen.  

2.3.1 Verzögerte bakterielle Elimination, Symptomentwicklung und 

Makrophageninvasion in die Lunge bei CCR2-Defizienz 

Die Erregerlasten in Lunge und Leber unterschieden sich an Tag 10 p.i. nicht zwischen CCR2-

defizienten und Wildtyp-Mäusen, was auf eine ungehinderte Dissemination von der Haut in die 

inneren Organe hindeutet. Allerdings wiesen CCR2-defiziente Mäuse an Tag 14 und 17 p.i. in beiden 

Organen höhere Bakterienkonzentrationen auf, was auf eine beeinträchtigte Erreger-Clearance in 

Abwesenheit von CCR2-abhängigen-Monozyten schließen lässt (Figure 1B, Figure S1). Außerdem 

zeigten CCR2-defiziente Mäuse einen verzögerten Symptombeginn und Symptomerholung. Diese 

Verzögerung korrelierte auch mit einem verzögerten pulmonalen Einstrom von IBA1+-Makrophagen 
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in die Lunge, welche eine Hauptkomponente der Lungeninfiltrate bei dieser Infektion darstellt und 

in denen O. tsutsugamushi nachgewiesen werden konnte (Figure 1D). Somit wurden in diesem 

Modell der O. tsutsugamushi-Infektion die bakterielle Clearance, die Symptomerholung sowie die 

Rekrutierung von Lungenmakrophagen durch eine CCR2-abhängige Zellpopulation vermittelt. 

2.3.2 Gestörte Mobilisierung von Ly6Chi- und Ly6Clo-Monozyten bei CCR2-Defizienz 

Bereits vor der Infektion mit O. tsutsugamushi wiesen Wildtyp-Tiere im Vergleich zu CCR2-

defizienten Mäusen einen deutlich höheren relativen Anteil an CD11b+-Ly6Chi-Ly6G--Zellen im Blut 

auf, welcher zudem im Infektionsverlauf noch weiter anstieg (Figure 2B, C). Interessanterweise 

wiesen CCR2-defiziente Mäuse ebenfalls einen, wenn auch geringeren prozentualen Anstieg dieser 

Zellen im Blut auf. Allerdings wurde bei Wildtyp-Mäusen im weiteren Krankheitsverlauf eine 3-4-

fach höhere und weiter steigende absolute Zellzahl von Ly6Chi-Monozyten nachgewiesen, während 

diese bei den CCR2-defizienten Mäusen in absoluten Zahlen nicht und in relativen Zahlen deutlich 

geringer ausgeprägt war. Bemerkenswert ist, dass wider Erwarten auch die absolute Zahl von 

CD11b+/Ly6Clo-Monozyten CCR2-abhängig anstieg. Wildtyp-Mäuse zeigten während einer 

Infektion mit O. tsutsugamushi eine Rekrutierung sowohl von CD11b+ Ly6Chi- als auch von CD11b+ 

Ly6Clo-Monozyten im Blut. Bei CCR2-defizienten Mäusen hingegen wurde eine geringere und 

verzögerte Rekrutierung festgestellt, die nur in der relativen Menge der Ly6Chi/Ly6C+- Monozyten 

nachweisbar war. Die Monozytose im Blut ist somit weitgehend CCR2-abhängig, wobei Hinweise 

auf einen kleinen CCR2-unabhängigen Beitrag für die Rekrutierung von Ly6Chi-Monozyten in das 

Blut gefunden wurden. 

2.3.3 Pulmonale Infiltration von Ly6Chi-Monozyten bei CCR2-defizienten Mäusen  

Die Histopathologie deutete auf einen verzögerten Einstrom von Makrophagen in die Lunge bei 

CCR2-Defizienz hin (Figure 1D). Um diese Pneumonie phänotypisch und quantitativ zu 

charakterisieren, wurden auch hier CD11b-positive Ly6Chi-, Ly6Clo- und Ly6G+- Zellen analysiert. 

Bei Wildtyp-Mäusen war der prozentuale Anteil von den CD11b+- Ly6Chi an allen Ly6C+-Zellen vor 

Infektion bereits signifikant höher als bei CCR2-defizienten Mäusen, jedoch nicht während der O. 

tsutsugamushi-Infektion: Hier wiesen CCR2-defiziente Mäuse einen ähnlichen prozentualen Anteil 

an Ly6Chi-Zellen in der Lunge auf (Figures 2B, C). Im Hinblick auf die absoluten Zahlen ließen sich 

aber Unterschiede zwischen den beiden Genotypen feststellen: Wildtyp-Mäuse zeigten im Vergleich 

zu CCR2-defizienten Mäusen eine 4-8-fach höhere Anzahl von Ly6Chi-Monozyten in der Lunge 

(Figure 3C). Während des gesamten Verlaufs der O. tsutsugamushi-Infektion waren diese 

Unterschiede signifikant. Außerdem exprimierten über 90% der CD11b+/Ly6Chi-Zellen beider 

Genotypen den Makrophagenmarker F4/80. Die Expression von MHCII durch diese Zellen lag bei 

nicht infizierten Mäusen zwischen 10-20 % und stieg während der Infektion auf über 80 % an. 

Zusätzlich wurde eine schnellere Hochregulierung von MHCII in Wildtyp-Mäusen beobachtet 
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(Figure S2A, B). Diese Daten legen nahe, dass die Rekrutierung von CD11b+/Ly6Chi-

Monozyten/Makrophagen in die Lunge CCR2 erfordert.  

2.3.4 Pulmonale Infiltration von Ly6Clo-Monozyten bei CCR2-defizienten Mäusen  

Auffällig zeigte sich auch eine Ly6Clo-Population in der Lunge. Zwischen 80-90 % der Ly6Clo-Zellen 

vor der Infektion exprimierten den Makrophagenmarker F4/80. Die relativen Anteile der F4/80-

exprimierenden Ly6Clo-Zellen unterschieden sich auch während der Infektion nicht signifikant 

zwischen Wildtyp- und CCR2-defizienten Mäusen. Während die absolute Anzahl der pulmonalen 

Ly6Clo-F4/80+-Makrophagen bei beiden Genotypen am Tag 0 vergleichbar war, stieg sie bei 

Wildtyp-Mäusen unter der Infektion im Vergleich zu CCR2-defizienten Mäusen signifikant an 

(Figure 4A). Die MHCII-Expression auf Ly6Clo-Zellen stieg von 20-40 % auf etwa 80-90 % an, was 

auf einen aktivierten Makrophagen-Phänotyp schließen lässt. Die absolute Zahl entsprechender 

Zellen war auch hier in Wildtypen-Mäusen signifikant höher (Figure 4C). Eine 

Koexpressionsanalyse zeigte, dass MHCII während der Infektion hauptsächlich von F4/80+-Zellen 

exprimiert wurde. Auch die doppelt positive F4/80/MHCII-Makrophagenpopulation nahm bei 

Wildtyp-Mäusen früher zu. Bei CCR2-defizienten Mäusen gab es zwar keinen Defekt bei der 

Hochregulierung der Expression von F4/80/MHCII auf Ly6Clo-Zellen, die Population war bei 

Wildtyp-Mäusen im Vergleich aber 5-10-mal größer (Figure 4C). 

Es möglich ist, dass sich die Ly6Clo-Monozyten nach Migration in das Zielgewebe durch 

Differenzierung aus den stark CCR2-exprimierenden Ly6Chi-Monozyten entwickelt haben. Denkbar 

ist auch, dass ihre Rekrutierung direkt über CCR2-abhängige Mechanismen erfolgte. Um frühere 

Beobachtungen zu bestätigen, dass auch Ly6Clo-Zellen CCR2 exprimieren, wurde die Expression 

von CCR2 auf Ly6Chi- und Ly6Clo-Blutmonozyten gemessen. Ly6Clo-Monozyten von Wildtyp-

Mäusen hatten eine höhere mittlere Fluoreszenz-Intensität (MFI) in der CCR2-Färbung als die von 

CCR2-defizienten Mäusen oder ungefärbten Kontrollen, was eine geringe CCR2-Expression zeigt 

(Figures S3C, D).  Die effiziente Rekrutierung sowohl von Ly6Chi- als auch von Ly6Clo-

Monozyten/Makrophagen in die Lunge von O. tsutsugamushi-infizierten Mäusen erforderte also 

CCR2. Der Defekt bei der CCR2-abhängigen Rekrutierung von Monozyten/Makrophagen verlief 

dabei parallel zur beeinträchtigten bakteriellen Clearance in CCR2-defizienten Mäusen. 

2.3.5 Monozyten-Populationen und Clearance in der Milz  

Die Induktion einer kleinen Population von Ly6Chi-Monozyten im Blut und Ly6Chi- sowie Ly6Clo-

Monozyten/Makrophagen in die Lunge unter CCR2-Defiezienz war überraschend und deutete auf 

eine CCR2-unabhängige Quelle dieser Zellen hin. Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Milz 

als alternatives Reservoir für Ly6Chi-Monozyten dienen kann, die sekundär weitere Organe wie etwa 

das Herz infiltrieren können (Swirski, Nahrendorf et al. 2009, Hettinger, Richards et al. 2013). Es 

wurde daher die Ly6Chi-Monozytenpopulation in der Milz von infizierten Mäusen untersucht. Ein 

Unterschied im prozentualen Anteil von Ly6Chi/Ly6C+-Zellen und in der Größe der Ly6Chi-
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Monozytenpopulation wurde nur vor der Infektion festgestellt: Während der Infektion zeigten sich 

weder prozentual noch absolut signifikante Unterschiede (Figures S4A, B). Interessanterweise sank 

der Prozentsatz der Ly6Chi-Zellen in der Milz nach dem 14. Infektionstag rascher als in der Lunge. 

Dies ging in CCR2-defizienten- und Wildtyp-Mäusen mit einer vergleichbaren bakteriellen 

Clearance aus der Milz einher (Figure S4C). Das unauffällige Verhalten der Ly6Chi-Monozyten-

Population in der Milz von CCR2-defizienten Mäusen zeigte also, dass die Rekrutierung von Ly6Chi-

Monozyten in der Milz im Gegensatz zur Lunge CCR2-unabhängig war. Diese splenische Ly6Chi-

Population könnte möglicherweise eine alternative Quelle für Monozyten in Blut und Lunge 

darstellen. 

2.3.6 Inflammatorisches Zytokinmilieu in der Lunge  

Um das Zytokinmilieu im Lungengewebe zu charakterisieren, wurde die Transkription von M1-

assoziierten (iNOS, TNF-α, IFN-γ) und M2-assoziierten Genen (IL-4 und ARG1) sowie von CCL2 

mittels quantitativer real time-PCR gemessen. Alle Gene waren in beiden Genotypen während der 

Infektion mit O. tsutsugamushi hochreguliert (Figure 5). Die Induktion der M1-assoziierten 

Gentranskription war jedoch bei CCR2-defizienten Mäusen unter der Infektion signifikant verzögert. 

Auch die M2-assoziierte Gentranskription war in CCR2-dezienten Mäusen verzögert.  Dies deutet 

darauf hin, dass die Entwicklung eines entzündlichen Zytokinmilieus in Abwesenheit von CCR2 

später erfolgt. Diese Verzögerung war wiederum mit einem späteren Einstrom von Makrophagen in 

die Lunge assoziiert. 

2.3.7 Infiltration von Makrophagen im Lungenparenchym und im Bronchus-

assoziierten lymphatischen Gewebe (BALT) 

Es stellte sich die Frage, ob eine CCR2-Defizienz die histologische Lokalisation von Makrophagen 

in der Lunge während einer O. tsutsugamushi-Infektion beeinflusst. Zu diesem Zweck wurde eine 

immunhistochemische Untersuchung des Makrophagenmarkers IBA1 an Formalin-Fixed-Paraffin-

Embedded (FFPE)-Schnitten von Lungengewebe durchgeführt. Das Parenchym von Wildtyp-

Mäusen wurde im Vergleich zu CCR2-defizienten Mäusen von IBA1-positiven Makrophagen stärker 

infiltriert. Die IBA1-positive Fläche wurde quantifiziert und zeigte sich im Lungenparenchym bei 

Wildtyp-Mäusen signifikant größer. In der späten Infektionsphase wurde jedoch auch eine 

Infiltration des Lungenparenchyms in CCR2-defizienten Mäuse deutlich, was darauf hindeutet, dass 

CCR2-unabhängige Signale den zunächst beobachteten Defekt kompensieren und eine spätere 

Infiltration von Makrophagen in das Lungenparenchym ermöglichen. Es konnte auch beobachtet 

werden, dass sich dieser Effekt auf das Parenchym beschränkte, da die peribronchialen (BALT-) 

Bereiche in beiden Genotypen ähnlich infiltriert waren (Figure 6).  

2.3.8 Diskussion 

Während zunächst die Vermutung nahe lag, dass entzündliche Monozyten, die sich später zu 

Makrophagen differenzieren können, die Verbreitung von O. tsutsugamushi in vom Inokulationsort 
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entfernte Organe vermitteln könnten, musste diese Hypothese angesichts der gleichen oder sogar 

erhöhten Bakterienkonzentrationen in CCR2-defizienten Mäusen in Lunge, Leber und Milz 

verworfen werden. Angesichts der verringerten Monozytose im Blut und des Beginns des 

Makrophageneinstroms in das Lungengewebe um Tag 10 p.i. ist es unwahrscheinlich, dass CCR2-

abhängige Mechanismen bei der Bakterienbeseitigung vor diesem Zeitpunkt eine Rolle spielen. Im 

Gegensatz zu bisherigen Studien mit anderen Erregern zeigt diese Arbeit, dass CCR2 in diesem 

Modell für eine suffiziente Infektabwehr nicht zwingend erforderlich ist, diese jedoch beschleunigt. 

Als Einschränkung dieser Studie kann nicht ausgeschlossen werden, dass andere Inokulationswege, 

höhere Infektionsdosen oder Infektionen bei männlichen Mäusen (männliche Mäuse exprimieren in 

nicht-klassischen Milzmonozyten höhere Mengen an CCR2 (Kay, Gomez-Garcia et al. 2015)) einen 

anderen Infektionsverlauf hervorrufen könnten. CCR2-defiziente Mäuse zeigten eine signifikant 

reduzierte Rekrutierung von Ly6Chi- und Ly6Clo-Monozyten in die Lunge, eine verzögerte 

Infiltration von IBA1+-Zellen in das Lungenparenchym, eine verzögerte Entwicklung des 

entzündlichen Zytokinmilieus und eine verzögerte klinische Erholung. Die Rekrutierung der 

Monozyten aus dem Blut in die Lunge ist vermutlich ein mittelbarer Effekt der CCR2-abhängigen 

Monozytose, der hier nicht unabhängig untersucht wurde. Um die Rolle von CCR2 bei der 

Auswanderung von Ly6Chi-Monozyten aus dem Blut in die Lunge zu untersuchen, wären adoptive-

Transfer-Experimente, nach Sortierung von CD115-positiven Monozyten aus dem Knochenmark 

oder der Milz, erforderlich. Arbeiten mit Listeria monocytogenes konnten jedoch zeigen, dass die 

Rekrutierung aus dem Blut zum Infektionsort unabhängig von CCR2 stattfindet (Shi, Velázquez et 

al. 2010). Bemerkenswerterweise gab es keinen Defekt der bakteriellen Clearance in der Milz, wo 

eine ungestörte Expansion von Ly6Chi- und Ly6Clo-Monozyten in CCR2-defizienten Mäusen 

gefunden wurde. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass bei einer O. tsutsugamushi-Infektion in 

Abwesenheit von CCR2 eine kleine, aber möglicherweise ausreichende Anzahl von Monozyten 

rekrutiert werden kann, entweder aus anderen Organen als dem Knochenmark, vielleicht der Milz, 

oder über andere Rezeptoren. Somit könnten auch CCR2-unabhängigen Mechanismen ausreichen, 

um diese Infektion zu bewältigen. Es konnte hier experimentell nachgewiesen werden, dass die 

interstitielle IBA1+-Makrophagenentzündung in der Lunge CCR2-abhängig war, während die 

peribronchial infiltrierenden Makrophagen CCR2-unabhängig waren. Diese Zellen könnten eine 

alternative lokale Quelle für Makrophagen sein, die später in das Lungenparenchym einwandern. 

Tatsächlich stammen nicht alle Gewebsmonozyten oder Makrophagen, die sich während einer 

Infektion vermehren, von Blutmonozyten ab, die über CCR2 aus dem Knochenmark rekrutiert 

werden: Jenkins et al. haben gezeigt, dass sich Makrophagen als Reaktion auf IL-4 lokal und 

knochenmarkunabhängig in der Pleurahöhle vermehren können (Jenkins, Ruckerl et al. 2011). Auch 

hier wurde ein signifikanter Anstieg der lokalen IL-4-mRNA-Transkription in der Lunge in CCR2-

defizienten Mäusen gemessen, wenn auch später als in Wildtyp-Mäusen. Es wird daher von Interesse 

sein, in Zukunft die Mechanismen der knochenmarkunabhängigen Makrophagenentzündung bei der 
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O. tsutsugamushi-Infektion zu untersuchen, z. B. die Rolle der IL-4-getriebenen lokalen Proliferation 

oder der Rekrutierung aus der Milz. Interessant ist, dass die Induktion von Th2-Zytokinen offenbar 

vom Infektionsweg abhängt: Bei einem intravenösen Infektionsmodell von O. tsutsugamushi, das 

eine rasche Ausbreitung des Erregers ermöglicht, wurde die Transkription von IL-4- und IL-13-

mRNA unterdrückt und somit als gestörte Th2-Reaktion interpretiert (Soong, Wang et al. 2014). In 

den Lungen von intradermal infizierten Mäusen wiesen Soong et al. jedoch neben TH1-verwandten 

Zytokinen auch IL-13 nach, was auf eine gemischte Th1/Th2-Antwort schließen lässt (Soong, 

Mendell et al. 2016). Die präsentierten Daten zeigen, dass die CCR2-Defizienz die Polarisierung bei 

einer O. tsutsugamushi-Infektion nicht vollständig in Richtung eines Pols verschiebt, sondern 

vielmehr den oben erwähnten gemischten Phänotyp verzögert. Dies unterscheidet sich von der 

Infektion mit Cryptococcus neoformans, bei der die CCR2-Defizienz die Polarisierung vollständig 

von Th1 zu Th2 verschoben hat (Traynor, Kuziel et al. 2000). Entgegen der Erwartung ließ sich 

feststellen, dass der CCR2-knock-out nicht nur die Ly6Chi-Monozyten, sondern auch die Ly6Clo-

Monozyten betraf. Auch die Expression von MHCII und F4/80 auf pulmonalen Ly6Clo-Monozyten 

war während der Infektion in CCR2-defizienten Mäusen signifikant verringert. Es zeigt sich, dass 

CCR2 während einer O. tsutsugamushi-Infektion nicht nur erforderlich ist, um eine systemische 

Ly6Chi-Monozytenreaktion auszulösen, sondern auch, um eine Ly6Clo-Monozytose und die 

Induktion einer pulmonalen Ly6Clo-Monozytenpopulation zu induzieren. Es gibt mindestens zwei 

Faktoren, die hierzu beitragen könnten: Die Expression von Ly6Clo-Monozyten könnte direkt durch 

CCR2 reguliert werden. Ly6Clo-Monozyten könnten aber auch von CCR2-abhängigen Ly6Chi-

Monozyten abstammen. Für den ersten Mechanismus sprechen Studien, die zeigen, dass Ly6Clo-

Monozyten eine geringe Expression von CCR2 aufweisen (Schmid, Harris 2014), was auch in dieser 

Arbeit bestätigt wurde. Diese geringe Expression von CCR2 könnte zu ihrem Austritt aus dem 

Knochenmark beitragen. Wichtiger ist jedoch, dass Ly6Chi-Monozyten obligatorische Vorläufer von 

Ly6Clo-Zellen in Blut und Gewebe darstellen (Varga, Mounier et al. 2013, Yona, Kim et al. 2013, 

Hilgendorf, Gerhardt et al. 2014, Dal-Secco, Wang et al. 2015). Es wurde gezeigt, dass der Übergang 

von CCR2hi/CX3CR1lo- zu CX3CR1hi/CCR2lo-Monozyten durch die lokale Produktion der Zytokine 

IL-4 und IL-10 vermittelt wird. Yona et al. wiesen in einer gemischten Knochenmarkschimäre nach, 

dass die Bildung peripherer Ly6Clo-Monozyten im steady-state entscheidend von CCR2-

kompetenten Ly6Chi-Zellen als deren unmittelbaren Vorläufern abhängt, die aus dem Knochenmark 

mobilisiert werden müssen. Die Beobachtung, dass CCR2-defiziente Mäuse dennoch zirkulierende 

Ly6Clo-Monozyten beherbergen, konnte durch eine verlängerte Lebensdauer von Ly6Clo-Monozyten 

in Abwesenheit von Ly6Chi-Monozyten erklärt werden. Es ist daher wahrscheinlich, dass sich bei 

einer O. tsutsugamushi-Infektion eine große Anzahl an Ly6Clo-Monozyten von ihrem CCR2-

abhängigen Ly6Chi-Vorläufer differenziert, was zu einer beeinträchtigten Reaktion beider 

Untergruppen in CCR2-defizienten Mäusen führt. Die verzögerte Kinetik der Ly6Clo-Antwort im 

Vergleich zur Ly6Chi-Antwort bei einer O. tsutsugamushi-Infektion unterstützt diese Annahme. 
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Bemerkenswert ist, dass die Monozytenreaktion und die Bakterienbeseitigung in unserem Modell in 

der Milz unabhängig von CCR2 waren. Diese Monozyten können aus gemeinsamen 

Monozytenvorläufern (cMoP) in der Milz hervorgehen, einem hochgradig proliferativen Zelltyp, aus 

dem verschiedene Monozytenuntergruppen und Makrophagen entstehen können (Hettinger, 

Richards et al. 2013). Für die Beseitigung von O. tsutsugamushi aus der Milz scheinen diese lokalen 

Milzmechanismen ausreichend zu sein, ohne dass Monozyten aus dem Knochenmark über CCR2 

rekrutiert werden müssen.  
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3. Zusammenfassung 

In der vorliegenden Studie wurde zum ersten Mal der Mechanismus der CCR2-abhängigen 

Rekrutierung von Monozyten in das Blut und das Lungengewebe in einem Mausmodell (C57BL/6) 

der selbstheilenden O. tsutsugamushi-Infektion untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die 

Clearance von O. tsutsugamushi in Abwesenheit von CCR2 in der Lunge (und auch in der Leber) 

deutlich weniger effektiv und verzögert war. CCR2-defiziente Mäuse waren aber in der Lage, die 

Infektion zu kontrollieren. Die Beseitigung der Bakterien aus der Lunge, die Entwicklung 

interstitieller pulmonaler Gewebeläsionen und die Entwicklung eines Entzündungsmilieus waren in 

Abwesenheit von CCR2 jedoch deutlich verzögert. CCR2 war für die Mobilisierung von Monozyten 

im Blut erforderlich und verstärkte den Zustrom von Ly6Chi-Monozyten in die Lunge, von denen die 

meisten einen aktivierten Makrophagen-Phänotyp entwickelten. Unerwarteterweise gab es auch eine 

klare Abhängigkeit der pulmonalen Ly6Clo-Monozyten/Makrophagen-Population von CCR2, 

während die Neutrophilen davon unberührt blieben. Es konnte auch gezeigt werden, dass die frühe 

interstitielle Infiltration des Lungenparenchyms durch IBA1+-Makrophagen CCR2-abhängig war, 

während die Entwicklung der Peribronchitis CCR2-unabhängig war. Im Gegensatz dazu wurden die 

Ausbreitung der Ly6Chi- und Ly6Clo- Populationen und die bakterielle Clearance in der Milz durch 

den CCR2-Mangel nicht beeinflusst. Die vorliegenden Daten deuten darauf hin, dass CCR2 die 

zeitlich-räumliche Rekrutierung und Aktivierung von Monozyten und Makrophagen in der Lunge 

steuert und damit lokal zur Kontrolle der O. tsutsugamushi-Infektion beiträgt. In Übereinstimmung 

mit diesen Ergebnissen verzögerte der CCR2-Mangel auch die Entwicklung klinischer Symptome, 

was auf eine immunpathologische Rolle der entzündlichen Monozyten hindeutet.  

Summary 

In the present study, the mechanism of CCR2-dependent recruitment of monocytes to the blood and 

lung tissue was investigated for the first time in a mouse model (C57BL/6) of self-healing O. 

tsutsugamushi infection. It was shown that clearance of O. tsutsugamushi was significantly less 

effective and delayed in the absence of CCR2 in the lung (and also in the liver). CCR2-deficient mice 

were able to control infection, but clearance of bacteria from the lung, development of interstitial 

pulmonary tissue lesions, and development of an inflammatory milieu were significantly delayed in 

the absence of CCR2. CCR2 was required for the mobilization of monocytes in the blood and 

enhanced the influx of Ly6Chi monocytes into the lungs, most of which developed an activated 

macrophage phenotype. Unexpectedly, there was also a clear dependence of the pulmonary Ly6Clo 

monocyte/macrophage population on CCR2, whereas the number of neutrophils was unaffected. It 

was also shown that early interstitial infiltration of the lung parenchyma by IBA1+ macrophages was 

CCR2-dependent, whereas the development of peribronchitis was CCR2-independent. In contrast, 

the spread of Ly6Chi and Ly6Clo populations and bacterial clearance in the spleen were not affected 

by CCR2 deficiency. This data suggest that CCR2 controls the temporospatial recruitment and 

activation of monocytes and macrophages in the lung and thus contributes locally to the control of 
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O. tsutsugamushi infection. Consistent with these findings, CCR2 deficiency also delayed the 

development of clinical symptoms, suggesting an immunopathologic role for inflammatory 

monocytes.  

 

 

Abbildung 1: zusammenfassende Illustration der Arbeitshypothese: CCR2-abhängige Monozyten- und Makrophagen-Reaktion nach einer 

intradermalen O. tsutsugamushi-Infektion  
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PD Dr. C. Keller (Institut für Virologie, Universitätsklinikum Marburg) vollzogen, die Organ- und 

Zellaufbereitung für sämtliche weitere Analyseschritte, insbesondere auch Durchflusszytometrie-
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Durchflusszytometrie mit Ausnahme der CCR2-Expressionsanalyse (Dr. Julie Sellau, Abteilung für 

Molekularbiologie und Immunologie, Bernhard-Nocht-Institut für Tropenmedizin Hamburg) aus den 
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Transkription und qualitativen RT-PCR inklusive Auswertung zur Gen-Expressionsanalysen und 
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6. Lebenslauf 
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7. Abkürzungsverzeichnis 

• ARG1                                            Arginase 1 

• BALT                                            bronchus-associated lymphoid tissues 

• CCL                                              CC-Chemokinligand  

• CCR2                                            C-C chemokine receptor type 2 

• CX3CR1hi                                      CX3C chemokine receptor 1 high expression 

• CX3CR1lo                                      CX3C chemokine receptor 1 low expression 

• CD11b                                           Cluster of Differentiation 11b 

• CD115                                           Cluster of Differentiation 115 

• cMoP                                             common monocyte precursors 

• IBA1                                              Ionized calcium-binding adapter molecule 1 

• IFN                                                 Interferon 

• IL                                                   Interleukin 

• iNOS                                              Inducible Nitric Oxide Synthase 

• Ly6Chi                                            lymphocyte antigen 6 complex high expression 

• Ly6Clo                                            lymphocyte antigen 6 complex low expression 

• Ly6G                                              Lymphocyte antigen 6 complex locus G6D 

• MFI                                                mean flourescence intensity 

• MHC                                              major histocompatibility complex 

• mRNA                                            messenger ribonucleic acid 

• O. tsutsugamushi                            Orientia tsutsugamushi 

• PCR                                                polymerase chain reaction 

• p.i.                                                   post infection 

• Tip-DC                                           TNF/iNos-producing Dendritic Cells 

• Th1/2                                              T helper type 1/2 

• TLR                                                Toll-like-Rezeptor 

• TNF                                                Tumornekrosefaktor 
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