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1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem vermittelt den Schutz eines Organismus vor Infektionen mit verschiedenen Patho-
genen wie Bakterien, Pilzen oder Viren, aber auch vor kérperfremden Stoffen wie Toxinen. In héheren
Vertebraten haben sich fiir die effiziente Bekdmpfung von Erregern zwei mit einander wechselwirkende
Systeme entwickelt: die angeborene und die adaptive Immunitét. Bestandteile beider Systeme sind
lymphatische Organe sowie spezialisierte zellulire Komponenten und humorale Faktoren, welche die
Effektormechanismen zum Schutz des Organismus vermitteln. Wesentliche Unterschiede zwischen dem
angeborenen und adaptiven Immunsystem liegen evolutionsbiologisch in den Mechanismen und Rezep-

toren der Pathogenerkennung.

1.1.1 Das angeborene Immunsystem

Die phylogenetisch dltere angeborene Immunitéat bildet die erste Barriere gegen eindringende Pathoge-
ne. Zu ihr gehdren die Haut und Schleimhéute (Mukosa), das Komplementsystem sowie zelluldre Kom-
ponenten. Die Haut sowie die Schleimh&ute des respiratorischen und des Verdauungstraktes vermitteln
den ersten Schutz gegen eindringende Mikroorganismen. Neben der passiven Barrierefunktion produ-
zieren die Epithelzellen der Schleimhiute Mukine, die auf deren Oberfliche zusitzlich einen Schutzfilm
bilden. Die Funktion des Komplementsystems basiert auf 20 16slichen Proteinen, deren Aufgabe das
Opsonieren und Toéten von Mikroben sowie Rekrutieren von Phagozyten zum Ort der Infektion ist
[1]. Zu den zelluldren Komponenten des angeborenen Immunsystems gehéren natiirliche Killerzellen
(NK-Zellen) |2], Phagozyten wie Monozyten/Makrophagen [3| und Neutrophile Granulozyten [4] so-
wie dendritischen Zellen (DZ) [5]. Wahrend NK Zellen infizierte Zellen direkt toten konnen, ist die

Hauptaufgabe von Phagozyten die Identifizierung und anschliefende Eliminierung von Mikroben.

1.1.1.1 NK-Zellen

NK-Zellen sind Lymphozyten, die eine wichtige Funktion in der angeborenen Immunitét bei der Elimi-
nierung von intrazelluldren Bakterien und Viren einnehmen. Sie entwickeln sich aus einer gemeinsamen
lymphatischen Vorlduferzelle im Knochenmark, aus denen auch B- und T-Zellen hervorgehen. In der
Homdostase rezirkulieren sie durch Blut, Leber, Milz und sekundéire lymphoide Organe. Die Rekrutie-
rung von NK-Zellen zum Ort einer Infektion oder Inflammation ist Chemokin-Rezeptor (CCR2, CCR5,
CXCR3) vermittelt [6]. Ahnlich wie CD8F T-Zellen kénnen NK-Zellen infizierte Zellen direkt toten,

z.B. durch die Freisetzung von Perforin und Granzym |7, 8]. Die Initiation der Eliminierung infizierter
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Zellen durch NK-Zellen beruht auf einer Verschiebung des Gleichgewichts zwischen aktivierenden und
inhibitorischen Signalen. NK-Zellen verfiigen iiber inhibitorische Rezeptoren, die kérpereigene Zellen
identifizieren und die Reaktion gegen nicht infizierte Zellen blockieren. Ein Mechanismus dabei, ist die
Erkennung einer normalen MHCI Expression der Zielzelle durch Killerzellen-lektindhnliche Rezeptoren
(KLRs) und Killerzellen-immunglobulin&hnliche-Rezeptoren (KIRs). Ist diese durch eine Infektion der
Zielzelle herunterreguliert, erkennt die NK Zelle die verdnderte Expression und wird aktiviert. Zusatz-
lich exprimieren NK-Zellen aktivatorische Rezeptoren wie NKG2D, der die Liganden major histocom-
pability complex class I-related chain A and B (MICA/B) erkennt [9]. Diese zwei Stress-induzierten
Liganden kommen auf z.B. Tumorzellen verstiarkt vor. NKG2D erkennt auferdem ULI16 binding Pro-
tein 1 und 2 (ULBP1,2), ebenfalls MHCI-verwandte Proteine, die bei Stress sowie bei Infektionen
in der Zelle heraufreguliert werden [10]. Die Erkennung dieser Molekiile trigt zusatzlich zu der Ak-
tivierung von NK-Zellen bei. Nach Aktivierung setzen NK-Zellen den Inhalt zytotoxischer Granula,
darunter Perforin und Granzym, in den interzelluliren Raum frei [7, 8]. Diese Molekiile induzieren in
der infizierten Zelle den programmierten Zelltod, die sogenannte Apoptose [11]. Dariiber hinaus kénnen
NK-Zellen iiber von Makrophagen sekretierte Zytokine wie IFNq, IFNS und IL-12 aktiviert werden
[12]. Aktivierte NK-Zellen setzen neben den zytotoxischen Granula auferdem IFN~ frei, das seinerseits

die bakterizide Funktion von Makrophagen aktiviert.

1.1.1.2 Phagozyten

Neutrophile

Neutrophile bilden mit anderen Zellen des angeborenen Immunsystems die erste Barriere gegen ein-
dringende Pathogene und sind wichtig fiir die frithe Eliminierung von Bakterien [13]. Sie gehen aus
gemeinsamen myeloiden Vorlduferzellen hervor, aus denen sich auch Mastzellen, DZ und Makrophagen
im Knochenmark entwickeln. Die Produktion und Differenzierung von Neutrophilen im Knochenmark
wird durch den Granulocyte Colony Stimulating Factor (G-CSF) und Granulocyte Macrophage Colony
Stimulating Factor (GM-CSF) kontrolliert [14-16]. Neutrophile sind terminal differenzierte und in der
Regel kurzlebige Zellen. Sie zirkulieren 12 bis 18 Stunden im Blut, bis sie entweder zum Ort einer Infek-
tion rekrutiert werden oder in Apoptose gehen [17]. Die Halbwertszeit zirkulierender Neutrophiler kann
jedoch bis auf 3,75 Tage und die von Gewebe-Neutrophilen sogar auf das 6 bis 16-fache bei einer Infekti-
on ansteigen [18]. Aktivierte Gewebemakrophagen und Endothelzellen, aber auch Mastzellen, initiieren
die Rekrutierung von Neutrophilen zum Ort der Infektion iiber die Freisetzung von Chemokinen und
produzieren dartiber hinaus Zytokine wie Interleukin-6 (IL-6), Tumor Necrosis Factora (TNFa) und
IL-1 sowie reaktive Sauerstoffspezies (ROS) [17, 19, 20]. Die Migration aus den Blutgeféfen in Gewebe
zum Ort einer Infektion wird als Extravasion bezeichnet und erfolgt in vier Schritten: rollende Adhési-
on, feste Bindung, Diapedese und Transmigration [19]. Die Phagozytose durch Neutrophile wird iiber
Fc-, Mannose oder auch Komplementrezeptoren vermittelt [21]. Aufgenommene Pathogene befinden
sich zunédchst in der phagozytischen Vakuole, dem Phagosom, das weiter mit intrazelluldren Vesikeln
zum Phagolysosom verschmilzt. In diesem Kompartiment kénnen Pathogene sowohl durch oxidative als
auch nicht-oxidative Mechanismen eliminiert werden [13]. Sauerstoff-unabhéngige Effektormolekiile be-

finden sich in verschiedenen Granula der Neutrophilen |17]|. Von diesen werden die spezifischen Granula
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(sekundére Granula) und Gelatinase-haltigen Granula (tertidre Granula) als erste sowohl ins Phagosom
als auch extrazellulédr freigesetzt. Beide enthalten antimikrobielle Proteine wie Laktoferrin, Lipocalin,
Lysozym, Gelatinase und Metalloproteasen, die das Gewebe angreifen [22]. Schlieklich werden auch
die azurophilen Granula (primire Granula) entlassen. Diese beinhalten antimikrobielle Peptide wie
Defensine, antibiotische Proteasen wie Cathepsin G, Proteinase K und Elastase sowie Myeloperoxidase
(MPO) [23]. MPO ist ein Enzym, das fiir die Beseitgung aufgenommer Mikroben besonders wichtig ist,
da es mafgeblich an der Bildung ROS, insbesondere Hypochlorid, beteiligt ist [24]. Diese Verbindung
ist das wirksamste bakterizide Oxidans in Neutrophilen [25]. Die Aktivierung von Neutrophilen iiber
Toll-like Rezeptoren (TLR) fordert aufserdem die Bildung von ROS, zu denen neben Hypochlorid und
Hydroxylradikalen auch Wasserstoffperoxid, das durch Umwandlung von Superoxid durch das Enzym
Superoxid-Dismutase entsteht, gehort. Dieser Prozess wird als respiratorische Entladung bezeichnet
[26]. Hierbei kann ROS auch extrazellulédr freigesetzt und das Gewebe geschidigt werden. Zusitzlich
fiihrt die Aktivierung von TLR auch zur Freisetzung von Zytokinen und steigert die Uberlebensdauer
von Neutrophilen [27]. Neben ROS bilden aktivierte Neutrophile auch reaktive Stickstoffverbindungen,
hauptséchlich Stickstoffmonoxid (NO) und Peroxynitrit, die ebenfalls antimikrobiell wirken. Schlief-
lich kénnen aktivierte Neutrophile DNS in Form von neutrophil extracellular traps (NETS) freisetzen,
welche Pathogene binden kénnen. Auch wenn Neutrophile essentiell fiir die Abwehr von Bakterien
sind, so ist ihre Aktivierung mit einer Reihe von chronischen Erkrankungen und Gewebeschiden as-
soziiert [4, 17, 28-30]. Die durch die Degranulierung freigesetzten Faktoren kénnen direkt Zellen wie

Hepatozyten schidigen und dadurch Gewebeschidden verursachen.

Monozyten, Makrophagen und dendritische Zellen

Monozyten und DZ gehen aus denselben gemeinsamen myeloiden Vorlduferzellen wie Granulozyten und
Mastzellen hervor. Zytokine, die fiir die Differenzierung dieser Zellen essentiell sind, sind Macrophage
Colony Stimulating Factor (M-CSF) und GM-CSF [14-16]. DZ residieren nach dem Verlassen des
Knochenmarks vorrangig in nicht-hdmatopoetischen Geweben wie der Haut, Mukosa und den Organen
als unreife DZ. Als Antigenprisentierende Zelle (APZ) nehmen sie Antigene (Ag) auf und migrieren
nach Aufnahme als aktivierte DZ in die drainierenden Lymphknoten und differenzieren zu reifen DZ.
Diese exprimieren verstirkt MHCII und kostimulatorische Molekiile wie CD80 und CD86 und agieren
dort als APZ fiir T-Zellen. DZ nehmen daher eine essentielle Funktion bei der Initiation der adaptiven

Immunantwort ein.

Im Gegensatz zu unreifen DZ zirkulieren Monozyten im Blut, migrieren in Gewebe und differenzieren
dort zu Makrophagen. In den lymphatischen Organen, insbesondere der Milz, residiert eine grofe
Zahl von Makrophagen, deren Hauptaufgabe die Eliminierung alternder Erythrozyten ist [31]. Neben
Gewebemakrophagen der Haut existieren in bestimmten Organen Makophagenpopulationen, die eine
wichtige Funktion in der Immunantwort und Gewebehomdostase haben. In der Leber werden diese
residierenden Makrophagen als Kupfferzellen und im Gehirn als Mikroglia bezeichnet. Diese Zellen
entwickeln sich aus embryonalen Vorlauferzellen im Dottersack [32-34| oder nach der Etablierung der
Hématopoese [35] und kénnen auferdem unter bestimmten Bedingungen wie Infektionen proliferieren

36, 37].

Die Rekrutierung von Monozyten aus dem Blut zum Ort einer Inflammation oder Infektion wird u.a.
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von (MCP-1) reguliert [38-40]. Im Gewebe differenzieren Monozyten weiter zu Makrophagen und pha-
gozytieren eindringende Pathogene. Die Aktivierung von Phagozyten wie Monozyten/Makrophagen
und auch DZ basiert vorrangig auf einer Reihe von konservierten und keimbahnkodierten Rezepto-
ren, die universelle Pathogen-assoziierte Strukturen (pathogen-associated patterns, PAMPs) erkennen.
Diese Rezeptoren werden als Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition receptors, PRRs) be-
zeichnet [41, 42]. Die unterschiedlichen Pathogene weisen verschiedene PAMPs auf. Zu diesen gehéren
oft fiir Mikroben essentielle Faktoren wie bspw. Lipopolysaccharide (LPS) als Zellwandbestandteil
Gram-negativer Bakterien oder unmethylierte Cytosin-phosphatidyl-Guanin-Desoxyribonukleinsduren
(CpG-DNS) in Bakterien und Viren, die nicht in Sdugerzellen vorkommen. Die Erkennung von PAMPs
kann iiber verschiedene PRRs extra- oder intrazelluldr erfolgen. Zu den am besten untersuchten PRRs
gehort die Familie der TLRs. Die Bindung von PAMPs an diese Rezeptoren fithrt in Makrophagen
und DZ iiber einen konservierten Signalweg zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors nuclear factor
’kappa-light-chain-enhancer’ of activated B cells (NF-kB) [43], der im Zusammenspiel mit weiteren
Transkriptionsfaktoren die Freisetzung vieler Effektormolekiile induziert. Zu diesen gehéren inflamma-
torische Zytokine wie TNFq, IL-1, IL-12 und IL-6 und Chemokine sowie die Produktion bakterizider
Substanzen wie NO und ROS. So induziert NF-xB die Expression der induzierbaren Stickstoffmonoxid-
synthase (iNOS) in Makrophagen, welches wiederum die Konversion von Arginin zu Zitrullin katalysiert
und in der Folge frei diffundierendes NO freigesetzt wird [44]. Innerhalb des Phagolysosoms trégt dies
zu der Eliminierung der phagozytierten Bakterien bei, wihrend in die Umgebung freigesetztes NO
auch gegen extrazelluldre Pathogene wirksam sein kann [45]. Das Engagement von TLR induziert dar-
iiber hinaus die Bildung von ROS, die wie NO antibakteriell wirken. Die Produktion von ROS ist
in Makrophagen jedoch geringer im Vergleich zu Neutrophilen [46]. Schlieflich induziert NF-xB die
Expression von kostimulatorischen Molekiilen in Makrophagen und DZ und férdert auf diese Weise die

antigenprésentierende Funktion dieser APZ bei der Aktivierung von T-Zellen [47].
Die Phagozytose durch Makrophagen und DZ wird wie bei Neutrophilen iiber Fc-, Mannose- [48] oder

auch Komplementrezeptoren [49] vermittelt. Anschliefend erfolgt die Verschmelzung des Phagosoms
mit intrazellularen Vesikeln, den Lysosomen, zu Phagolysosomen. Die Ansiuerung des Phagolysosoms
ist bei Makrophagen stirker als in Neutrophilen und kann mit einem pH Wert von 4,0 das Wachstum
von phagozytierten Pathogenen hemmen [50]. Der niedrige pH Wert fordert zudem die Aktivitat von
Lysozym, Glykosylasen, Phospholipasen und Nukleasen im Phagolysosom [51]. Die Aktivitit dieser
Enzyme fihrt folgend zu der Zerstérung des Pathogens.

1.1.2 Das adaptive Immunsystem

Im Gegensatz zu der angeborenen Immunitéit ist die adaptive Immunitét charakterisiert durch ihre
Spezifitat, Diversitit und der Ausbildung eines immunologischen Gedéchtnisses sowie Toleranz. T-
Lymphozyten vermitteln dabei die zelluldre Immunantwort, wihrend B-Lymphozyten durch die Pro-
duktion von AK die humorale Immunitit ausbilden. B-Zellen wurden in der Bursa fabricii (B von
Bursa) der Vogel entdeckt und erhielten daher ihre Bezeichnung, wahrend T-Zellen im Thymus (T)
differenzieren. Die Ag-spezifische Erkennung von Pathogenen durch B- und T-Zellen erfolgt iiber einen

spezifischen Rezeptor, den B- bzw. T-Zellrezeptor (BZR bzw. TZR), der fiir jede Zelle einzigartig ist
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[52]. Diese Rezeptorspezifitit ist hoch divers und entsteht durch somatische Rekombination wahrend
der Reifung von B- und T-Zellen und erméglicht die spezifische Erkennung einer Vielzahl von Ag [53].
T- Zellen werden in zwei Hauptpopulationen unterteilt: T-Helferzellen (CD4" T-Zellen) und zytoto-
xische T-Zellen (CD8" T-Zellen). Innerhalb von sechs Tagen nach Eindringen eines Pathogens wird
eine effiziente adaptive Immunantwort initiiert. Die Ausbildung eines immunologischen Gedéchtnisses
ermdglicht zudem nach erneutem Ag-Kontakt eine schnellere und effizientere Erkennung und Eliminie-

rung eines bereits bekannten Pathogens [54].

1.1.2.1 CD8* und CD41 T-Zellen

CD8" T-Zellen werden auch als zytotoxische T-Zellen bezeichnet und kénnen infizierte Zellen direkt
toten. Sie haben deshalb bei der Abwehr intrazellulirer Erreger eine besonders wichtige Funktion.
Die Antigenerkennung durch CD8" T-Zellen erfolgt Ag-spezifisch iiber den TZR, in Verbindung mit
MHCI-Molekiilen [55]. MHCI préasentiert Ag, die im Zytosol der infizierten Zielzelle abgebaut und iiber
das endoplasmatische Reticulum in den MHCI-Prisentationsweg eingeschleust werden. Da nahezu al-
le kernhaltigen Zellen MHCI exprimieren, konnen CD8" T-Zellen fast jede beliebige infizierte Zellen
erkennen und eliminieren. Die Aktivierung von CD8" T-Zellen ist daher streng reguliert und erfordert
zusitzlich die Aktivierung durch Zytokine, die von CD4" Helfer T-Zellen (Th Zellen) oder APZ freige-
setzt werden. Fiir eine effiziente Aktivierung werden auferdem kostimulatorische Signale benotigt, die
iiber eine Interaktion von CD80 und CD86 auf einer APZ mit CD28 auf der Oberfliche der T- Zelle
interagieren. CD8" T-Zellen verfiigen iiber verschiedene Mdglichkeiten, eine Zielzelle zu eliminieren.
Einerseits produzieren CD8" T-Zellen Zytokine wie TNFa und IFN+, die indirekt zytotoxisch wirken.
Zum anderen konnen sie durch die Bindung von Fas-Ligand auf ihrer Oberfliche an CD95 auf der
Oberfliche der Zielzelle direkt Apoptose induzieren [56, 57|. Oder sie toten die Zielzelle auf gleiche
Weise wie NK-Zellen durch Freisetzung von Perforin und Granzym in den interzelluldren Raum und

induzieren auf diese Weise die Apoptose der Zielzelle [58|.
Die CD4" Th-Zellen haben hauptsichlich Helferfunktion und beeinflussen iiber die Sekretion von Zy-

tokinen die Polarisierung der Immunantwort und tragen so zur Eliminierung der Pathogene bei. Thre
Aktivierung basiert auf dem Kontakt mit einer APZ wie bspw. DZ oder Makrophagen. APZ nehmen
extrazellulire Ag aus ihrer Umgebung auf und prozessieren Peptidfragmente dieser Ag auf MHCIIL.
Dieser Antigen-MHCII-Komplex wird von CD4*" T-Zellen iiber den TZR erkannt. Fiir die vollstéindige
Aktivierung werden dariiber hinaus die kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD86 auf der Ober-
fliche der APZ benétigt, die mit CD28 auf der Oberflidche von T-Zellen interagieren [59]. Zusammen
induzieren TZR-vermittelte und kostimulatorische Signale nach Ag-Frkennung die Proliferation und
klonale Expansion der Ag-spezifischen T-Zellen. Zusétzlich bestimmen Zytokine, die von der aktivier-
ten APZ freigesetzt werden, die Differenzierung zu einer Thl- oder Th2-Zelle [59, 60]. Thl-Zellen sind
durch die Freisetzung hoher Mengen IFN~ und geringer Mengen IL-4 gekennzeichnet. IFN~ aktiviert
u.a. die bakterizide Funktion von Makrophagen und trégt so insbesondere zur Eliminierung von in-
trazellularen Errregern bei, die von diesen Zellen phagozytiert werden. Th2-Zellen setzen hingegen
IL-4 und IL-13 und nur geringe Mengen von IFN~ frei. Diese Zytokine regen u.a. B-Zellen an, AK zu

produzieren |59].
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1.2 Rickettsien

1.2.1 Taxonomie

Rickettsien gehoren zu der Familie der Rickettsiaceae und wurden nach dem amerikanischen Mikro-
biologen Howard Taylor Ricketts benannt, der 1906 den Erreger des Rocky-Mountain-Fleckfiebers,
Rickeltsia rickettsii (R. ricketisii), beschrieb [61]. Rickettsien sind obligat intrazelluldre Bakterien,
deren Vermehrungszyklus vom Eintritt und der Replikation im Zytosol eukaryotischer Wirtszellen ab-
héngig ist [62]. Hierfiir werden zellulédre N&hrstoffe der Wirtszelle wie Glutamat, Aminoséduren und Ade-
nosindiphosphat /Adenosintriphosphat benotigt [63]. Das natiirliche Reservoir dieser parasitér lebenden
Organismen sind verschiedene Sdugetiere [64]. Als Vektoren dienen unterschiedliche Arthropoden wie
Zecken, Lause, Flohe und Milben. Uber 20 verschiedene Arten von Rickettsien sind derzeit beschrieben.
Sie werden aufgrund serologischer und molekularbiologischer Eigenschaften in drei Gruppen unterteilt:
Zeckenbissfieber-Gruppe, Fleckfieber-Gruppe und Tsutsugamushi-Fieber-Gruppe (Abbildung 1.1). Die
vornehmlich von Zecken {ibertragenen Zeckenbissfieber-Rickettsien sind die artenreichste Gruppe. Die
bekanntesten Vertreter sind R. rickettsii, der Erreger des Rocky-Mountain-Zeckenbissfiebers, und R. co-
norii, der Erreger des Mittelmeer-Fleckfiebers. Orientia tsutsugamushi (O. tsutsugamushi) ist der Er-
reger des japanischen Fleckfiebers, das iiberwiegend in Siidostasien auftritt. Aufgrund phénotypischer
und genetischer Unterschiede wurde O. tsutsugamushi in die eigenstidndige Gattung Orientia einge-
gliedert und einer eigenen Gruppe (Tsutsugamushi-Fieber-Gruppe) zugeordnet [65]. Der Gruppe der
Fleckfieber-Rickettsien gehoren nur die beiden Erreger R. typhi (frither R. mooseri) und R. prowazekii,

an. R. typhi ist der Erreger des endemischen und R. prowazekii der des epidemischen Fleckfiebers.

Gruppe Erkrankung Vektor
R. conorii Mittelmeer-Fleckfieber
R. africae Afrikanisches Zeckenbissfieber
R. parkeri Makuléres Fieber

Zeckenbissfieber-Gruppe R. sibirica Sibirisches Zeckenbissfieber
R. slovaca Zeckenbiss - Lymphangitis Zecken
R. rickeitsii Rocky Mountain Zeckenbissfieber
R japonica Ostliches Zeckenbissfieber
R. helvetica

Fleckfieber-Gruppe R typhi Endemisches Fleckfieber Flohe
R. prowazekii Epidemisches Fleckfieber Liuse

Tsutsugamushi-Fieber-Gruppe

O. tsutsugamushi Japanisches Fleckfieber Milben

Abbildung 1.1: Taxonomische Unterteilung der Familie Rickettsiaceae. Aufgrund molekularbiologischer und
phénotypischer Merkmale wird die Familie der Rickettsiaceae in drei verschiedene Gruppen taxonomisch unterteilt:
Zeckenbissfieber-Gruppe, Fleckfieber-Gruppe und Tsutsugamushi-Fieber-Gruppe (modifiziert nach [66, 67])
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1.2.2 Morphologie und Lebenszyklus von Rickettsien der Fleckfieber-Gruppe
1.2.2.1 Morphologie

R. typhi wurde erstmals von Wolbach und Todd im Jahre 1920 in den Kapillaren, Arteriolen und Ve-
nen eines mexikanischen Patienten mit Fleckfieber beschrieben [68]. 1916 beschrieb Henrique da Rocha
Lima am Bernhard-Nocht-Institut fiir Tropenmedizin in Hamburg erstmalig R. prowazekii [69]. Der
Erreger erhielt seinen Namen nach dessen Kollegen Stanislaus von Prowazek, der 1915 am epidemi-
schen Fleckfieber verstarbt. Als Gram-negative Bakterien besitzen R. prowazekii und R. typhi LPS
als Zellwandbestandteil [70-73|. Mit einer Grofe von etwa 0,4 x 1,3 pm sind sie gegeniiber anderen
Bakterien vergleichsweise klein |74]. Dariiber hinaus weisen sie ein sehr kleines Genom auf (R. typhi:
1.111.496 bp |75], R. prowazekii: 1.111.523 bp [76]), das zudem viele Pseudogene enthélt. Das Genom
von R. typhi umfasst insgesamt 877 Gene, welche fiir 838 Proteine codieren. Sequenzanalysen ergaben,
dass R. typhi, R. prowazekii und R. conorii 775 Gene teilen. 24 Gene sind ausschlieflich in R. typhs

nachgewiesen.

1.2.2.2 Lebenszyklus

Menschen |77] und Gleithérnchen (Glaucomys volans volans) sowie deren Ektoparasiten |78| sind die
Hauptwirte von R. prowazekii. Die Infektion des Menschen mit R. prowazekii erfolgt iiber die Kleider-
laus ( Pediculus humanus humanus) [77, 79]. R. typhi wird hingegen vornehmlich durch den Rattenfloh
(Xenopsylla cheopis) iibertragen |79, 80]. Generell beinhaltet der Lebenszyklus von R. typhi die Triade
aus Ratte-Floh-Ratte [79]. Als Wildtierreservoir dienen aber auch Mause, Oppossums und Stinktiere
[81], withrend der Mensch ein Fehlwirt ist. Es wurde zudem eine Ubertragung durch den Katzen-
floh (Ctenocephalides felis) und den Mausfloh (Leptopsyllia segnis) gezeigt. Auberdem konnte R. typhi
auch in Hunden nachgewiesen werden, was das Spektrum an moglichen Sdugetierreservoiren vergréfert
[64, 81]. Uber eine Blutmahlzeit nimmt der Floh den Erreger aus einem infizierten Siugetierwirt auf.
R. typhi repliziert folgend in Darmepithelzellen des Flohs, bis diese Zellen lysieren [81]. Die Infektion
mit R. typhi hat jedoch keine negativen Auswirkungen auf die Vitalitit oder die Reproduktivitit des
Flohs [64, 81]. Einmal infiziert, bleiben Flhe Zeit ihres Lebens Ubertriiger des Parasiten [82]. Dariiber
hinaus werden die Erreger transovariell an die néchste Flohgeneration iibertragen [83]. Durch die Lyse
der Darmepithelzellen wird R. typhi aus den Zellen in das Darmlumen freigesetzt und mit dem Kot
ausgeschieden. Wihrend einer Blutmahlzeit werden die im Kot befindlichen Bakterien durch Kratzen
der Bissstelle auf den Wirt iibertragen [84]. Eine Ubertragung von R. typhi durch den Speichel der
Flohe ist ebenfalls méglich, aber nicht der Hauptinfektionsweg.

1.2.3 Endemisches und epidemisches Fleckfieber - Epidemiologie, Pathogenese und
Diagnose

1.2.3.1 Epidemiologie

Fleckfieberrickettsien sind weltweit verbreitete Parasiten. Infektionen des Menschen sind hiufig mit

schlechten hygienischen Bedingungen assoziiert, die zu einer Vermehrung der natiirlichen Wirtstiere
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und auch der iibertragenden Vektoren beitragen. Groke Ausbriiche von epidemischem Fleckfieber, das
durch R. prowazekii ausgelost wird, traten vornehmlich wahrend des 1. Weltkrieges auf. Der jlingste
grofere Ausbruch war im Jahr 1995 und wurde in Burundi in Verbindung mit dem dortigen Biirger-
krieg beobachtet [85]. Heute tritt die Erkrankung sporadisch in drmeren Léndern Siidamerikas wie
Peru [86] und Nordafrikas wie Algerien auf [87]. Dariiber hinaus werden aber auch einzelne Fille in
Industrielandern wie Russland beobachtet [88].

Fille von R. typhi ausgeldstem endemischem Fleckfieber werden dagegen weit hdufiger auch in jiingerer
Zeit beobachtet. Endemisches Fleckfieber ist weltweit verbreitet, allerdings mit einer unterschétzten
Prévalenz, da diese Erkrankung aufgrund begrenzter diagnostischer Moglichkeiten hdufig nicht erkannt
wird. Endemische Gebiete sind hauptséchlich warme Kiistenregionen mit einer hohen Rattenpopulation
und niedrigen Hygienestandards [81, 89]. Das Auftreten von endemischem Fleckfieber lésst sich bis in
die erste Hailfte des 20. Jahrhunderts zuriickverfolgen. In der Periode von 1931 bis 1946 traten in den
USA iber 42.000 Fille auf, wobei die Inzidenz danach rapide sank, hauptséchlich durch den Einsatz von
Insektiziden und Rattengift [89, 90]. In Texas wurden dennoch in den Jahren 1980 bis 1987 etwa 350
Fille von endemischem Fleckfieber diagnostiziert. In den letzten 15 Jahren wurden wieder vermehrt
R. typhi-bedingte Erkrankungen dokumentiert. Nachweislich infizierten sich Menschen mit R. typhs
bspw. auf Hawaii (47 Falle, 2002) [91], in Tunesien (7 Félle, 2005) [92], auf Zypern (21 Fille, 2000
bis 2006) [93] und in Texas (33 Falle, 2008) [94]. Dartiber hinaus belegt eine kiirzlich veréffentlichte
Studie aus Kolumbien die bisher héchste Seroprivalenz von R. typhi, die in der aktuellen Literatur
beschrieben wird [95]. Demnach wurden in 25,2 % der untersuchten Personen R. typhi-spezifische
AK nachgewiesen. Zudem liefen sich in 28,7 % der Probanden kreuzreaktive IgG-AK gegen R. typhi
und R. felis detektieren. Alle untersuchten Personen dieser Studie lebten in Kaffeeanbaugebieten in
Zentralkolumbien. In den USA [96] und auch Europa [97] sind Obdachlose eine Personengruppe, die
dieser Infektion durch Kontakt mit M&usen und Ratten in hohem Mafe ausgesetzt ist. Unter den
Obdachlosen in Marseille wurde in den vergangenen 19 Jahren eine starke Zunahme der Seropravalenz
von R. typhi festgestellt [97]. Zwischen 2000 bis 2003 wurden nur 0,54 % dieser Menschen seropositiv
fiir R. typhi getestet. Die Frequenz stieg jedoch in den Jahren von 2010 bis 2012 auf 22 % an. Diese

Studie zeigt, dass R. fyphi vermehrt auch in Europa vorkommt.

1.2.3.2 Pathogenese

Nach dem Eintritt in den Wirt infizieren Rickettsien zunéchst vaskuldre Endothelzellen, als Haupt-
zielzellen, und vermehren sich in diesen [63, 98|. Daneben sind auch Fibroblasten, Makrophagen und
dermale DZ mogliche Zielzellen in der Dermis [63, 79, 98|. Die Bakterien werden iiber nicht bekannte
Mechanismen in die Zielzellen aufgenommen. Es wird vermutet, dass es sich hierbei um Rezeptor-
vermittelte Endozytose oder Phagozytose handelt [63]. In den Zellen selbst entkommen Rickettsien aus
dem frithen Endosom bzw. Phagosom, bevor es zu der Verschmelzung mit dem Lysosom kommt [99].
Zeckenbissfieber-Rickettsien sekretieren hierfiir Phospholipase D und Hamolysin C, welche die phago-
somale Membran auflgsen [100]. Auf diese Weise gelangen die Rickettsien innerhalb weniger Minuten
in das Zytoplasma der Wirtszelle. Fiir R. typhi ist der Mechanismus noch nicht vollstdndig geklart.

Es konnte aber bereits ein homologes Gen fiir Hamolysin, tyIC, identifiziert werden. Das von diesem
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Gen kodierte Protein besitzt hdmolytische Aktvitdt [101]. Zudem exprimieren R. typhi und R. pro-
wazekis das Enzym Phospholipase A2, das ebenfalls hamolytische Funktion besitzt und mit diesem
Vorgang in Verbindung gebracht wird [102]. In der Zielzelle, insbesondere Endothelzellen, vermehren
sich die Bakterien, bis die Zelle lysiert [64]. Auf diese Weise werden die Bakterien in die Umgebung
freigesetzt und kénnen nun benachbarte Endothelzellen oder, iiber den Blutstrom verteilt, auch weit
entfernte Endothelzellen infizieren. Diese initiale lokale Lyse von kapillaren Blutgefifsen und die damit
einhergehende Entziindungsreaktion fithren zu dem charakteristischen makularen Hautausschlag, der
hauptséchlich am Rumpf auftritt und namensgebend fiir die Fleckfieber-Erkrankungen war [103, 104].
In Folge der Lyse kommt es schlieklich zu der Freisetzung der Erreger in hoher Zahl in den Blutkreis-
lauf. Die Bakterien disseminieren auf diese Weise im Organismus und gelangen dadurch in verschiedene

Organe wie Leber, Hirn, Lunge, Herz und Nieren [105].
Symptomatisch dhnelt das Krankheitsbild des endemischen dem des epidemischen Fleckfiebers. Nach

einer Inkubationszeit von 6 bis 14 Tagen reagieren Patienten nach R. typhi-Infektion mit hohem lan-
ganhaltendem Fieber bis zu 41 °C. Weitere Symptome sind Schiittelfrost, starke Kopf- und Glieder-
schmerzen sowie Ubelkeit. Oft genesen Patienten innerhalb von 15 Tagen auch ohne medikamentdse
Behandlung. Es kann jedoch zu schweren Verldufen kommen, die durch multiple Organschiden charak-
terisiert sind und zum Tod des Patienten fiithren kénnen [105]. Eine ausgedehnte Infektion der sinusoi-
dalen Endothelzellen in der Leber und des Gefédfiendothels in den Portalfeldern fiihrt zur Schidigung
angrenzender Hepatozyten und kann Leberfunktionsstérungen (Ikterus) verursachen [104, 106]. Weitere
héufig beobachtete Erkrankungen sind Niereninsuffizienz, Pleuraerguss, Pneumonie und Herzfunktions-
storungen sowie neuronale Erkrankungen wie Enzephalitis, Krampfanfille und Lethargie [84, 106, 107].
Der Verlauf einer Infektion mit R. typhi ist normalweise im Vergleich zu einer R. prowazekii-Infektion
milder. Die Letalitdt ist mit unter 5 % im Vergleich zu der einer R. prowazekii-Infektion (20-30 %)

niedriger.

1.2.3.3 Diagnose

Bei einer rechtzeitigen Diagnose kann die Infektion mit R. typhis mit Antibiotika wie Doxycyclin oder
Chloramphenicol behandelt werden. Ein zuverldssiger serologischer Nachweis ist jedoch erst nach 14
Tagen moglich. Das Standardverfahren beruht auf dem indirekten Nachweis von Antikérpern im Serum
der Patienten mittels Immunfluoreszenz. Dieser Test erlaubt jedoch aufgrund der hohen Kreuzreakti-
vitdt der Antikorper zwischen den Rickettsien-Spezies keine differenzierte Diagnose. Weiteres diagno-
stisches Mittel ist die realtime PCR von Blut, Seren und Hautbiopsien. Die zuverlédssigste Diagnose
geben dabei Hautbiopsien der Eintrittsstelle [108, 109]. Da diese in der Mehrzahl der Patienten nicht zu
erkennen sind, sind solche Proben jedoch duferst selten verfiigbar. Die rechtzeitige und differenzierte
Diagnose der Erkrankung bleibt deshalb schwierig. Préventive Mafknahmen gegen die Infektion mit
R. typhi in den Endemiegebieten sind bisher allein die Verbesserung der Hygienestandards sowie der
Einsatz von Insektiziden und Nagetiergiften fiir die Bekdmpfung der Rattenflohe und ihrer Wirte. Ein
Impfstoff wurde bislang nicht entwickelt.
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1.3 Die Immunantwort gegen Rickettsien

Um die Immunantwort gegeniiber Rickettsien zu untersuchen, wurden in den vergangenen Jahren
verschiedene Modelle mit unterschiedlichen Mausstdimmen etabliert. Dabei zeigte sich, dass BALB/c
und C57BL/6 Maiuse resistent gegeniiber Infektionen mit Rickettsien sind [110-114]. Hingegen sind
C3H/HeN Méuse suszeptibel fiir diese Infektionen [110, 114]. Der iiberwiegende Teil der in der Literatur
beschriebenen Studien zur Analysen der Immunantwort wurde mit Rickettsien der Zeckenbissfieber-
Gruppe, vor allem R. conorii und R. rickettsii, durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass das von NK- und
T-Zellen produzierte IFN~ eine wichtige Funktion in der Eliminierung der Erreger hat. So fiihrte die
Infektion von IFN~y KO M&usen mit einer sublethalen Dosis von R. conorii sowie die Neutralisierung des
Zytokins in infizierten C3H/HeN Miusen zu einer schweren Erkrankung [115]. Insbesondere CD8" T-
Zellen haben zudem eine wichtige Funktion bei der Abwehr gegen diese intrazelluldren Erreger aufgrund
ihrer zytotoxischen Aktivitéit. Diese zeigte sich bspw. in der Abwehr von Zeckenbissfieber-Rickettsien in
C3H/HeN Méusen [116, 117]. Aukerdem wiesen C57BL/6 Miause eine erhéhte Suszeptibilitit gegeniiber

R. australis, einem weiteren Erreger der Zeckenbissfieber-Gruppe, nach Depletion dieser Zellen auf [118].

Uber die Infektion und die Immunantwort gegen Rickettsien der Fleckfieber-Gruppe ist hingegen noch
sehr wenig bekannt. Die Etablierung eines Infektionsmodels fiir R. prowazekii ist schwierig, da sowohl
Maiuse als auch Ratten entweder nach nur wenigen Stunden an der Infektion versterben oder aber
iiberleben, jedoch folgend keine Krankheitssymptome zeigen [119]. In der aktuellen Literatur ist bis-
her nur die erfolgreiche Infektion von BALB/c Mé&usen beschrieben [120]. Allerdings waren hier die
Bakterien lediglich in den ersten 9 Tagen nach Infektion nachweisbar. Daher wurden Infektionsmodelle
fiir R. typhi als Vertreter der Fleckfieber-Gruppe etabliert. Die Untersuchung der Infektion mit R. ty-
phi erfolgte bisher in Meerschweinchen, Ratten und M#usen. Eine der frithesten Analysen wurde von
Murpy et al. in Meerschweinchen beschrieben [121, 122]. So fiihrte die intradermale Inokulation mit
R. typhi zunichst zu einer lokalen Replikation, bevor die Bakterien sich iiber drainierende Lymphkno-
ten systemisch ausbreiteten. Obwohl R. typhi ab Tag 9 in Blut, Nieren und Milz nachweisbar war,
entwickelten Meerschweinchen weder Krankheitssymptome noch war die Infektion tédlich. Ab Tag 8
setzte die Produktion von Antikérpern und damit die adaptiven Immunantwort ein. Aringo-Jaramillo
et al. studierten die Immunantwort gegen R. typhi in adulten und neugeborenen Ratten nach sub-
kutaner (s.c.) und intradermaler Infektion [123]|. Sowohl neugeborene als auch adulte Ratten wiesen
eine Bakterienlast in verschiedenen Organen auf, jedoch entwickelten sie ebenfalls keine Erkrankung
und iiberlebten die Infektion. Die Immunantwort gegen R. typhi wurde aufierdem in resistenten Miu-
sen der Stdmme BALB/c [124], C57BL/6 [111] und suszeptiblen C3H/HeN M4iusen [116] untersucht.
Resistente s.c. infizierte BALB/c Miuse zeigten eine systemische Infektion, die in der Milz ab Tag 7
nachweisbar war und an Tag 15 ihr Maximum erreichte [124]|. Dennoch zeigten die M&use keine Sym-
ptome einer Erkrankung noch verlief die Infektion toédlich. Die Bildung von AK setzte, wie auch fiir
Meerschweinchen beschrieben [121, 122|, an Tag 9 nach Infektion ein. Ebenfalls resistente C57BL/6
Maiuse wiesen eine frithe NK Zell-Aktivierung sowie erhdhte IFN~-Konzentrationen im Serum nach
intravendser (i.v.) Infektion mit R. typhi auf [111]. Eine Bakterienlast war in den Milzen dieser M&use
bis Tag 6 nicht nachweisbar. Walker et al. etablierten ein dosisabhingiges letales und nicht-letales In-
fektionsmodel in C3H/HeN Mé&usen [116]. Die letale Infektion mit R. typhi fithrte in diesen Mausen zu
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einer hoheren Bakterienlast in der Milz, der Lunge und im Gehirn sowie einer hoheren AK-Antwort im
Vergleich zu nicht-letal infizierten Mausen. Elekronenmikroskopische Aufnahmen dieser Studie zeigten
zudem R. typhi im Zytoplasma von Endothelzellen der Alveolarkapillaren sowie Makrophagen in der
Milz und in Kupfferzellen der Leber an Tag 2 nach Infektion. Der Erreger war aukerdem in der Leber

in Neutrophilen in Granulom-dhnlichen L&sionen nachweisbar.

Auch bei der Abwehr von R. typhi haben, wie fiir Rickettsien der Zeckenbissfieber-Gruppe gezeigt,
T-Zellen eine wichtige Funktion. So fiihrt die Depletion von CD8' T-Zellen in C3H/HeN Miusen zu
einer erhdhten Bakterienlast und Pathologie [116]. Demnach scheinen T-Zellen, insbesondere CD8"

T-Zellen, eine essentielle protektive Funktion bei der Abwehr dieser Erreger zu besitzen.

Uber den Beitrag angeborener Immunmechanismen an der Bekiimpfung und Pathologie wihrend der
Infektion mit Rickettsien ist sehr wenig bekannt. Fiir die Infektion mit R. conorii konnte eine wich-
tige Funktion von TLR4 bei der Abwehr nachgewiesen werden. So verlduft die Infektion von TLR4-
defizienten C3H/HeN Méusen mit einer subletalen Dosis von R. conorii im Gegensatz zu Wildtyp-
méusen letal [125]. Zudem wiesen diese Mause eine reduzierte IFN~-Produktion und damit auch eine
verminderte Thl-Antwort auf. In der Infektion mit R. conorii ist TLR4 demnach fiir eine addquate
Aktivierung der APZ und damit effiziente Initiierung der adaptiven Immunantwort notwendig. Die
Suszeptibilidt der Méuse ist demnach wahrscheinlich auf einen Mangel an IFNv und dessen protekti-
ver Funktion zuriickzufiihren. Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass TNFa eine wichtige Funktion in der
Infektion mit R. conorii einnimmt [115]. So fiihrte die Depletion dieses vornehmlich von Makrophagen
produzierten Zytokins ebenfalls zu einer erhohten Suszeptibilitdt und Letalitdt in C3H/HeN Mausen.
Auch wenn T- Zellen an der Abwehr von Rickettsien beteiligt sind, kénnen B- und T-Zell-defiziente
Méuse wie RAG1 KO (C57BL/6) [126] und CB17 SCID (BALB/c) [127, 128] R. conorii auch in Ab-
wesenheit adaptiver Immunmechanismen bekdmpfen [129]. Sowohl RAG1 KO als auch CB17 SCID
M4&use iiberlebten die Infektion fiir mindestens 20 und 18 Tage. Eine Untersuchung der angeborenen
Immunantwort in CB17 SCID und RAG1 KO M#&usen nach Infektion mit R. typhi ist in der gegen-
wartigen Literatur noch nicht beschrieben. Es wird vermutete, dass insbesondere NK-Zellen bei der
frithen Abwehr der Erreger von Bedeutung sind. So fithrte die Depletion von NK-Zellen in C3H/HeN
Méusen zu einer erhohten Suszeptibilidt gegeniiber R. conorii sowie von C57BL/6 Mausen gegeniiber
R. typhi [111]. Auch Phagozyten haben eine wichtige Funktion bei der Abwehr von Rickettsien. Bei
der Bekdmpfung durch Phagozyten scheint insbesondere die Induktion der iNOS-Expression und die
Produktion von NO eine wichtige Funktion zu haben. So wurde fiir R. conorii in vitro gezeigt, dass
Makrophagen durch iNOS-abhéngige Mechanismen den Erreger bekdmpfen [117, 130]. Auferdem be-
obachteten Turco et al., dass die Freisetzung von NO in vitro die Fahigkeit von R. prowazekii inhibiert,

Mausfibroblasten und Makrophagenzelllinien zu infizieren [131].
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

R. typhi ist ein humanpathogenes Bakterium, das im Menschen endemisches Fleckfieber verursacht.
Bei einem schweren Verlauf kann die Erkrankung begleitet von ernsten Symptomen zum Tod fithren
[84, 106]. In den letzten Jahren war eine Zunahme der Fallzahlen zu verzeichnen [91-94|. Zudem bleiben
aufgrund fehlender rechtzeitiger und préziser diagnostischer Mittel Infektionen mit R. typhs oft uner-
kannt, weshalb die Prévalenz vermutlich héher liegt als dokumentiert. Trotzdem ist noch wenig {iber
die Immunantwort gegen den Erreger bekannt. Nur einige wenige Tiermodelle sind fiir die Charakteri-
sierung der Immunantwort bisher beschrieben [111, 116, 121-124]. Zu den untersuchten Mausstdmmen
zéhlen C3H/HeN, BALB/c und C57BL/6 Mause. Sowohl BALB/c als auch C57BL/6 Miuse wurden
als resistent gegeniiber der Infektion mit R. typhi beschrieben. In der adaptiven Immunantwort schei-
nen T-Zellen, insbesondere CD8" T-Zellen, eine wichtige Funktion bei der Abwehr der Erreger zu
haben. Dennoch ist speziell iiber die angeborene Immunantwort und die durch Makrophagen, Neutro-
phile und NK-Zellen vermittelten Effektormechanismen wihrend der Infektion mit Rickettsien wenig
bekannt. Deshalb sollten in der vorliegenden Arbeit die angeborenen Immunmechanismen charakteri-
siert und auch immunpathologische Effekte in der R. typhi-Infektion in der Maus analysiert werden.
Diese Untersuchungen sollten mit Hilfe von zwei unterschiedlichen B- und T-Zell-defizienten Maus-
stimmen, RAG1 KO (C57BL/6) und CB17 SCID (BALB/c), durchgefiihrt werden. Interessanterweise
wurden diese beiden Mausstdmme als resistent gegeniiber der Infektion mit R. conorii, einem Erreger
der Zeckenbissfieber-Gruppe beschrieben. Die Infektion der beiden Mausstdmme mit R. fyphi ist in
der gegenwértigen Literatur jedoch noch nicht beschrieben. In der vorliegenden Arbeit sollten deshalb
RAG1 KO und CB17 SCID Mause vergleichend auch mit den jeweiligen Wildtypstdmmen hinsichtlich
Infektions- und Krankheitsverlauf nach Infektion mit R. typhi untersucht werden. Dabei sollten ange-
borene Immunreaktionen eingehend charakterisiert werden. Schlieflich sollte die Depletion bestimmter
Zellpopulationen Aufschluss dariiber geben, ob und in welchem Mafk das angeborene Immunsystem

einen Schutz gegeniiber einer R. typh: Infektion vermitteln kann oder zur Pathologie beitrigt.
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2 Materialien und

2.1 Material

2.1.1 Geradte

Methoden

Tabelle 2.1: Gerite

Gerét

Hersteller

Autoklav 6464L

Bakterieninkubator Heraeus B12
Bakterienschiittelinkubator TH30/SM30
COs-Inkubator HERACELL 150
COs-Inkubator HERACELL 150i
Durchflusszytometer Accuri'™ C6
Durchflusszytometer LSRII
Elektronische Pipettierhilfe Accu-jet® pro
Feinwaage Handy

Fluoreszenzmikroskop BZ-9000
Gamma-Bestrahlungsanlage OB 29/4

Kiihl- und Gefrieranlagen
Mehrkanalpipetten

Microplate reader Dynex MRXII
Microplate washer 405 LS
Mikroskop CKX41SF

Mikroskop BZ9000

Mikroskop Wilovert

NanoDrop 2000

pH-Meter pH211

Pipetten

Plattenschiittler MTS
Prizisionswaage Ohaus CS200
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Schlumbohm Medizintechnik, Hamburg
Thermo Electron Corporation, Langenselbold
Edmund Biihler GmbH, Hechingen

Thermo Electron Corporation, Langenselbold
Thermo Electron Corporation, Langenselbold
BD Bioscience, Heidelberg

BD Bioscience, Heidelberg

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim
Sartorius AG, Gottingen

Keyence GmbH, Neu-Isenburg
Steuerungstechnik Strahlentechnik GmbH,
Braunschweig

Liebherr-International S.A., Bulle, Schweiz
HTL Lab Solution, Warschau, Polen

Dynex Technologies, Chantilly, USA

BioTek, Bad Friedrichshall

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg
Keyence, Neu-Isenburg

Helmut Hund GmbH, Wetzlar

Thermo Fisher Scientfic, Walham, USA
HANNA Instruments Deutschland GmbH, Kehl
am Rhein

Eppendorf AG, Hamburg

Gilson International B.V., Limburg
IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen
Ohaus Corporation, Parsippany, USA
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Prizisionswaage SI-2002
Precellys Homogenisator
Reflotron Plus

Rotor Gene 6000

Sicherheitswerkbank SterilGard III Advanced

Sicherheitswerkbank Bermer Flow Safe 130
Thermomagnetrithrer RET-GS
Thermomixer comfort

Ventana Benchmark XT apparatus
Vortexmischer VF2

Wasserbad Alpha A

Ziahlkammer Neubauer (100 pm Tiefe und
Kammerfaktor 10%)

Zentrifuge Heraeus Megafuge 1,0 R
Zentrifuge Heraeus Multifuge X3R

Zentrifuge Heraeus Pico 17

Denver Instrument GmbH, G&ttingen
Peqlab, Erlangen

Roche, Mannheim

Qiagen, Hilden

The Baker Company, Sanford, USA
Berner International GmbH, Elmshorn
IKA®_-Werke GmbH & Co. KG, Staufen
Eppendorf AG, Hamburg

Ventana, Tuscon, USA

IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen
Lauda Dr. R. Wobser GmbH & Co. KG,
Lauda-Koénigshofen

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda
Konigshofen

Thermo Electron Corporation, Osterode
Thermo Fisher Scientfic, Walham, USA
Thermo Electro LED GmbH, Osterode

2.1.2 Chemikalien, Reagenzien und Kits

2.1.2.1 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 2.2: Chemikalien und Reagenzien

Reagenz

Hersteller

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsidure (HEPES)

Aceton

Cytofix/Cytoperm

dH,O (Ampuwa)

DAPI (47, 6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride)

Dihydrorhodamin 123 (DHR)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
DPBS

Ethanol

Fetales Kéalberserum (FCS)
Formalinlésung (37%)
Gentamycin (10 mg/ml)
Glycerin
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Lonza, Verviers, Belgien

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

BD Bioscience, Heidelberg
Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad
Homburg

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
AAT Bioquest, Californien, USA
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach
Merck KGaA, Darmstadt

PAA Laboratories GmbH, Colbe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
PAA Laboratories GmbH, Colbe
Merck KGaA, Darmstadt
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HEPES Buffered Saline (2 x)
IMDM

L929-Zellkulturiiberstand (M-CSF)
L-Glutamin (200 mM)

LPS

OneComp eBeads

OptiPrep Density Gradient Medium
Pferdeserum

Permafluor

Perm/Wash Puffer

RPMI-1640

Salzsaure (25%)

SYBR Green I nucleic acid gel stain
Tissue-Tek Medium
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
Trypanblau (0,4%)

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

PAA Laboratories GmbH, Célbe

BNI, Hamburg

Life Technologies GmbH, Eggenstein
Sigma-Aldrich, Seisenhofen
eBioscience, Frankfurt

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Biochrom GmbH, Berlin

Thermo Fisher Scientfic, Walham, USA
BD Bioscience, Heidelberg

PAA Laboratories GmbH, Colbe

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Sakura Finetek, Staufen

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Tween Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Ziegenserum Dianova, Hamburg
2.1.2.2 Kits
Tabelle 2.3: Kits
Name Hersteller

IL-6 DuoSet® ELISA Development Kit

IL-12 DuoSet® ELISA Development Kit (nur
Standard 100ng/ml)

TNFa DuoSet® ELISA Development Kit
QIAamp DNA Mini Kit (# 51306)

QIAGEN HotStarTaqg DNA Polymerase
LEGENDplex mouse inflammation panel
Reflotron GPT

Precellys Keramik Kit Tubes

ultraview universal DAB detection kit

R&D Systems, Wiesbaden
R&D Systems, Wiesbaden

R&D Systems, Wiesbaden
QIAGEN GmbH, Hilden
QIAGEN GmbH, Hilden
QIAGEN GmbH, Hilden
Roche, Mannheim
Peqlab, Erlangen
Ventana, Tuscon, USA

15



2.1.3 Losungen und Puffer
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Tabelle 2.4: Lésungen und Puffer

Bezeichnung Zusammensetzung
20 x PBS 2,7 M NaCl
54 mM KCl

4 % Formalinlosung

Blockpuffer ELISA

Coating-Puffer ELISA

Einfriermedium

Erythrozyten-Lysepuffer

FACS-Puffer

Grief 1 Losung

Griefs 2 Losung

Lésung Immunhistochemie

16

87 mM Na,HPO,x ddH,0
30 mM KH,PO,
pH 7.4

PBS
4 % (v/v) Formalin

PBS
1 % BSA

28,5 % (V/V) 1 mM Na2003
71,5 % (v/v) 20 mM NaHCOs;
pH 9.6

FCS
7,5 % (v/v) DMSO

10 % (v/v) 0,1 M TRIS (pH 7,5)
90 % (v/v) 155 mM NH,Cl

PBS
1% (v/v) FCS
0,1 % (w/v) NaNjg

1M HCL
1,0 % (v/v) Sulfonamid

H->0
0,3 % (v/v)

Naphtylethylendiamin-Dihydrochlorid

TBS (pH 7,6)
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Standard NO

Substrat

Substratpuffer

TBS pH 7,6

TMB-Losung

Waschlosung ELISA

Zellkulturmedium

(Kultur von L929)

Zellkulturmedium

(R. typhi Kultur in 1.929)

Zellkulturmedium

(Kultur von Knochenmarksmakrophagen)

5 % (v/v) Ziegenserum
0,1 % (v/v) Triton X-100

1M NaN02 in HQO

Substratpuffer
1,7 % (v/v) TMB-Losung
1,2 % (v/v) Hy04

0,1 M NaH2P04
pH 5,5

H>0
2,42 % (v/v) Tris
8,0 % (v/v) NaCl

DMSO
0,6 % TMB

PBS
0,05 % Tween®20

88,1 % (v/v) RPMI-1640
8,8 % (v/v) FCS

1,8 % (v/v) L-Glutamin

0,9 % (v/v) HEPES Buffered Saline
0,4 % )

A~~~ A~ M~~~

v/v) Gentamycin

88,1 % (v/v) RPMI-1640

8,8 % (v/v) FCS

1,8 % (v/v) L-Glutamin

0,9 % (v/v) HEPES Buffered Saline

77,8 % (v/v) IMDM

6,5 % (v/v) FCS

0,7 % (v/v) L-Glutamin

5 % (v/v) Pferdeserum

10 % (v/v) L929-Zellkulturiiberstand (MCS-F)
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2.1.4 Zelllinien

Tabelle 2.5: Eukaryotische Zellen

Name Organismus Beschreibung
L929 Maus (C3H/An) adhérent wachsende Fibroblasten-dhnliche Zelllinie
(Mus musculus) (ATCC Nr. CCL1)

2.1.5 Plasmidvektoren

Tabelle 2.6: Plasmidvektoren

Bezeichnung Grofe Hersteller
pCR2.1-PrsA #4 4068 bp BNI, Hamburg
2.1.6 Primer

Tabelle 2.7: Primer

Bezeichnung Sequenz Hersteller

PrsA-Forward 5°-ACA GCT TCA AAT GGT GGG  Sigma-Aldrich, Deisenhofen
GT-37

PrsA-Reverse 5°-TGC CAG CCG AAA TCT GTT Sigma-Aldrich, Deisenhofen
TTG-3°

2.1.7 Antikorper

Tabelle 2.8: Antikorper

Bezeichnung Klon Verdiinnung/Mengdlersteller

anti-Hase Histofine Simple Stain - 1 Tropfen Nichirei Biosciences, Tokyo,
Mouse MAX Peroxidase Japan

anti-Ratte Histofine Simple Stain - 1 Tropfen Nichirei Biosciences, Tokyo,
Mouse MAX Peroxidase Japan

antiMaus Histofine Simple Stain - 1 Tropfen Nichirei Biosciences, Tokyo,
Mouse MAX Peroxidase Japan

Hase anti-IBA1 - 1:500 WAKO, Neuss

Hase anti-iNOS - 1:.75 Abcam, Cambridge, USA
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Maus anti-R.typhi

Maus anti-R.typhi Uberstand
(16.05.15)

Maus IgG3 unmarkiert

Ratte anti-CD80 PE/Dazzle 594
Ratte anti-CD11b PE
Ratte anti-CD11b-PerCP-Cy5.5

2 Materialien und Methoden

BNITM52
BNITM52

B10
12-10A1

M1/70
M1/70

Ratte anti-GR1- (Ly-6C/Ly-6G) APC  RB6-8C5

Ratte anti-IL-12 (p40/p70)

Ratte anti-IL-12 (p40/p70) Biotin
Ratte anti-Ly-6C-PerCP-Cy5.5
Ratte anti-Ly-6G-APC

Ratte anti-Ly-6G

Ratte anti-Ly-6G (Depletion)
Ziege anti-Maus IgG3-FITC

Ratte anti-MHCI (H-2d)-PE

Ratte anti-NOS2-PE

Ratte anti-NOS2 PE/Cy7

Ratte IgG1 « Isotyp PE/Cy7

Ratte IgG1 « Isotyp PE/Dazzle 594
Ratte IgG2a k Isotyp (Depletion)
Ratte IgG2a x Isotyp PE
anti-FITC-AlexaFlour488

HK1.4
1A8
1A8
1A8
B10

SF1-1.1.1
CXNEFT
CXNFT
RTK2071
RTK 2071
2A3
RTK2758
CL148-
1E4

1:100

unverdinnt

1:1000

1:100
1:160
1:200
1:500
1:167
1:1250
1:200
1:166,7
1:1000
200 ng
1:200

1:200
1:200
1:300
1:300
1:100
200 ng
1:200
1:1000

BNITM, Hamburg
BNITM, Hamburg

Southern Biotech, Birmingham,
USA

BioLegend, London, UK
eBioscience, Frankfurt

BD Biosciense, Heidelberg
BioLegend, London, UK

BD Biosciense, Heidelberg

BD Biosciense, Heidelberg
BioLegend, London, UK
BioLegend, London, UK

BD Biosciense, Heidelberg
BioXCell, New Hampshire, USA
Southern Biotech, Birmingham,
USA

eBioscience, Frankfurt
eBioscience, Frankfurt
eBioscience, Frankfurt
BioLegend, London, UK
BioLegend, London, UK
BioXCell, New Hampshire, USA
BioLegend, London, UK
Jackson ImmunoResearch Inc.,

West Baltimore, USA

2.1.8 Verbrauchsmaterial

Material

Tabelle 2.9: Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Accu-Check Softclix Lanzetten
Einmalspritzen Injekt® (2, 5 ml)
ELISA-Platten (96-Loch)
EDTA-Rohrchen

Deckgléschen

Gewebekulturflaschen (75 und 175 cm2)
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Roche, Mannheim

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

greiner bio-one, Frickenhausen

KABE Labortechnik GmbH,
Niimbrecht-Elsenroth

Engelbrecht Medizin- und Labortechnik GmbH,

Eckermiinde

greiner bio-one, Frickenhausen
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Gewebekulturplatten (6-, 24- und 96-Loch)
Glasflaschen (500 ml, 11 und 2 1)

greiner bio-one, Frickenhausen
Schott AG, Mainz

Glaskiivette B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Glaspipetten B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Kaniilen B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Kryorohrchen greiner bio-one, Frickenhausen
Objektrager (12-Loch, maskiert) Thermo Fisher Scientfic, Walham, USA
Parafilm Pechiney Plastic Packaging, Chicago
Petrischalen Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

Pipettenspitzen 10 pl
Pipettenspitzen 200 pl
Pipettenspitzen 1000 pl
Polypropylenrohrchen
Reaktionsgefaf (15 und 50 ml)
Safe-Lock Reaktionsgeféfie 2 ml
SafeSeal Reaktionsgefifte 1,5 ml
Spritzenfilter Filtropur S 0,2 pm
Strip Tubes and Caps 0,1 ml
Zellschaber (16 und 39 cm)

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

greiner bio-one, Frickenhausen

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, USA

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht
Eppendorf AG, Hamburg
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht
Qiagen, Hilden

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

Zellsieb (Nylon, 70 pm) Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, USA

2.1.9 Tiere und Bakterien

Tabelle 2.10: Mausstimme

Bezeichnung Herkunft

Mus musculus BALB/c

Mus musculus C57BL/6

Mus musculus CB17 SCID
(CB17/lcr-PrkdcSCID /lerleoCrl)
Mus musculus RAG1 KO

BNITM, Hamburg
BNITM, Hamburg
BNITM, Hamburg

BNITM, Hamburg

Tabelle 2.11: Bakterien

Bezeichnung Herkunft

R. typhi (Stamm Wilmington) BNITM, Hamburg
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2.1.10 Software

Tabelle 2.12: Software

Software Hersteller

BioLegend LEGENplex Software BioLegend, London, UK

FlowJo 10.0.5 Tree Star, Inc., Ashland, USA
GraphPrism 5.0 GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA
Keyence Mikrokop Software Keyence, Neu-Isenburg

NanoDrop 2000/2000c Software Thermo Fisher Scientfic, Walham, USA
Revelation Software Dynex Technologies, Chantilly, USA
Rotor-Gene 600 Series Software Qiagen, Hilden

2.2 Methoden

Grundsitze im Arbeiten mit einem Erreger der Sicherheitsstufe 3

Alle im Folgenden beschriebenen Arbeiten mit dem humanpathogenen Erreger R. typhi wurden in ei-
nem Sicherheitslabor der Stufe 3 und unter der sterilen Atmosphére einer Sicherheitswerkbank durch-
gefiihrt. Genehmigt wurden die Experimente von der Behorde fiir Gesundheit und Verbraucherschutz,

Amt fiir Verbraucherschutz, Hamburg.

2.2.1 Zellbiologische Methoden
2.2.1.1 Grundsitze der Zellkultur

Die Durchfiihrung aller Zellkulturarbeiten erfolgte in der sterilen Atmosphére einer Sicherheitswerk-
bank. Fiir die Arbeiten wurden sterile Glaswaren und Ldsungen sowie Einmalplastikwaren verwendet.
Die Sterilisation der Materialien und Geréte erfolgte im Autoklaven fiir 20 min bei 135 °C und 2 bar.
Die Kultivierung der Zellen wurde bei 37 °C und 5 % COs durchgefiihrt.

2.2.1.2 Kultivierung und Aufreinigung von R. typhi

In allen durchgefiihrten in wvitro und in vivo Experimenten wurde der Stamm R. typhi Wilmington
verwendet. R. typhi ist ein obligat intrazelluldres Bakterium. Aus diesem Grund wurden die Bakte-
rien in adhdrent wachsenden 1929 Zellen kultiviert und aus diesen ein Bestand gereinigter Bakterien

hergestellt, der bei -196 °C in fliissigem Stickstoff bis zu seiner Verwendung gelagert wurde.

Kultivierung

Fiir die Kultivierung wurden 1929 Zellen geerntet und bei 1966 rad (560 sek) in einer Gamma-
Bestrahlungsanlage (OB 29/4) bestrahlt. Je 4x10° Zellen wurden anschliefend in 15 ml Zellkulturme-

dium in eine mittlere Zellkulturflasche (75 cm?) eingesét und iiber Nacht kultiviert, um eine Adhérenz
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der Zellen zu erreichen. Die Infektion der Zellen erfolgte aus einer infizierten Kultur der Vorwoche.
Je nach Infektionsstatus wurden hierfiir aus dieser 1 bis 10 pl Zellsuspension geerntet und in eine
Zellkulturflasche mit bestrahlten L929 Zellen iiberfiihrt. Nach 24 Stunden wurde ein Mediumwech-
sel durchgefithrt und die Zellen fiir weitere 6 Tage kultiviert. Die Uberpriifung der Infektion erfolgte

mittels realtime PCR oder in der Immunfluoreszenz.

Aufreinigung

Fir die Herstellung eines Bakterienbestands flir in wvitro und in wvivo Infektionsexperimente wurde
R. typhi aus 1929 Zellen aufgereinigt. Hierfiir wurden bis zu 20 grofe Zellkulturflaschen (175 ¢m?)
verwendet. Am Tag vor der Infektion erfolgte die Bestrahlung der Zellen und im Anschluss das Aus-
plattieren von je 1x107 Zellen in 30 ml Zellkulturmedium pro Zellkulturflasche. Die Infektion wurde
je nach Infektionsstatus mit 1 bis 10 pl Inokulat der Kultur der Vorwoche durchgefiihrt. Nach 4 bis 7
Tagen erfolgte die Aufreinigung der Bakterien aus den Zellen. Hierflir wurden die Zellen im Medium
geerntet und die Zellsuspension in 50 ml Reaktionsgetifie iiberfiithrt und die Zellen bei 161 x g fiir 5 min
pelletiert. Pro 1x107 geerntete Zellen wurden diese in 1,5 ml Medium aufgenommen und die Suspension
in 2 ml Safe-Lock Reaktionsgefiafie mit 200 pl Kies iberfiihrt. Das Gemisch wurde folgend fiir 1 min
sorgfiltig gevortext und das Zelllysat iiber einen Spritzenfilter in ein 50 ml Reaktionsgeféf transferiert,
um die Bakterien von zerstorten Zellbestandteilen zu trennen. Die so erhaltene Bakteriensuspension
wurde auf 40 ml Medium aufgefiillt, mit 40 ml kaltem (4 °C) Einfriermedium versetzt und je 1 ml in
vorgefrorene (-20 °C) Cryo-Rohrchen iiberfiihrt. Fiir die dauerhafte Lagerung der Zellen in fliissigem
Stickstoff erfolgte zunichst die Lagerung in der Dampfphase fiir 24 Stunden. Die Konzentration von

R. typhi-Partikeln pro Réhrchen wurde mittels realtime PCR bestimmt.

2.2.1.3 Praparation muriner Milzzellen

Fiir die Préparation muriner Milzzellen wurden Milzen steril entnommen, das Gewicht bestimmt und
anschlieffend in eine Petrischale mit 10 ml PBS tiberfiihrt. Das Homogenisieren der Milz erfolgte mit
dem Stempel einer 5 ml Einmalspritze. Die Zellsuspension wurde anschliefend iiber ein 70 pm Zellsieb
in ein 50 ml Reaktionsgefaf transferiert und die Petrischale mit 10 ml PBS gespiilt um eine maximale
Ausbeute an Milzzellen zu erhalten. Im néchsten Schritt wurde die Suspension bei 161 x g pelletiert
und eine Lyse der Erythrozyten durchgefiihrt. Hierfiir erfolgte die Inkubation der Zellen zweimal in 5
ml Erythrozytenlysepuffer fiir je 5 min bei Raumtemperatur (RT). Die Reaktion wurde jeweils mit 10
ml FACS-Puffer gestoppt, die Zellen am Ende zweimal mit je 20 ml FACS-Puffer gewaschen und die
Zellzahl bestimmt.

2.2.1.4 Praparation muriner Leberzellen

Fir die Herstellung einer Leberzellsuspension wurde das Organ zundchst durch Injektion von 5 ml
PBS in die Vena cava bei gleichzeitiger Eréffnung der Vena portae perfundiert. Anschliefsend wurde
die Gallenblase entfernt, die Leber prapariert und das Organgewicht bestimmt. Das Homogenisieren des

Organs erfolgte mit Hilfe eines Stempels einer 2 ml Einmalspritze in einem 70 pm Zellsieb. Die Leber
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wurde iiber das Sieb in ein 50 ml Reaktionsgefdaf zerrieben und anschliefsend in 50 ml PBS resuspendiert.
Um die Hepatozyten aus der Suspension zu entfernen, erfolgte eine zweimalige Zentrifugation fiir je
4 min bei 35,8 x g. Der Uberstand wurde anschlieRend fiir 7 min bei 503 x g zentrifugiert und das
Zellpellet fiir die Dichtezentrifugation in 4,5 ml PBS resuspendiert. Die Suspension wurde mit 2,5 ml
OptiPrep Density Gradient Medium gemischt, anschliefsend mit 1,5 ml PBS {iberschichtet und bei
400 x g fiir 20 min ohne Bremse zentrifugiert. Mononukledre Zellen aus der Intermedi&rphase wurden
abgenommen und mit 20 ml PBS fiir 5 min bei 503 x g zentrifugiert. Anschliefend erfolgte eine Lyse
der Erytrozyten durch Zugabe von 5 ml Erythrozytenlysepuffer und Inkubation bei RT fiir 5 min.
Die Reaktion wurde mit 10 ml FACS-Puffer abgestoppt, die Zellen zweimal mit 20 ml FACS-Puffer

gewaschen und abschliefend die Zellzahl bestimmt.

2.2.1.5 Praparation muriner peripherer Blutzellen

Um periphere Blutzellen zu erhalten, erfolgte die Blutabnahme submandibulir oder durch Punktion des
Herzens. Das Blut wurde sofort in EDTA-beschichtete Réhrchen iiberfiihrt, um eine Hamagglutination
zu verhindern. 30 pl EDTA-Blut wurden anschlieffend in ein Polypropylenréhrchen iiberfiihrt, zweimal
mit je 1 ml Erylyse-Puffer 5 min bei RT inkubiert und die Reaktion mit 2 ml FACS-Puffer abgestoppt.
Vor der Farbung fiir durchflusszytometrische Analysen erfolgte ein zweimaliges Waschen mit FACS-
Puffer.

2.2.1.6 Bestimmung der Zellvitalitdt und Zellzahl mit Trypanblau

Die Bestimmung der Zellvitalitit und Zellzahl erfolgte unter Verwendung von Trypanblau in einer
Neubauerzdhlkammer. 90 pl einer Zellsuspension wurden mit 10 pl Trypanblau versetzt. Dieser Farb-
stoff dringt in geschidigte oder apoptotische Zellen ein und farbt diese blau. Lebende Zellen erscheinen
unter dem Mikroskop farblos und wurden gezdhlt. Die Bestimmung der Lebendzellzahl pro Milliliter
errechnete sich durch Multiplikation der gezdhlten Zellen, dem Kammerfaktor und dem Verdiinnungs-
faktor.

2.2.1.7 Generierung und Infektion von Knochenmarksmakrophagen

Fiir die Generierung von Knochenmarksmakrophagen erfolgte zunéchst die sterile Préparation von Ti-
bia und Femur weiblicher BALB/c M#use. Das Knochenmark wurde mit DPBS und einer Einmalspritze
aus dem Knochen in eine Petrischale mit je 20 ml PBS gespiilt und resuspendiert. Die Zellsuspension
wurde in ein 50 ml Reaktionsgefaf iiberfiihrt und die Petrischale anschlielsend mit 10 ml PBS gespiilt.
Nach dem Pelletieren bei 161 x g und 4 °C fiir 5 min erfolgte der Transfer der Zellen in Zellkultur-
medium und die Bestimmung der Zellzahl. Je 2 x 10° Zellen wurden anschliefend in 10 ml Medium
in Petrischalen ausplattiert und alle 3 Tage mit je 3 ml frischem Medium versorgt. Nach 12 Tagen
Differenzierung erfolgte die Ernte der Knochenmarksmakrophagen durch Schaben der Zellen. Fiir die
Durchfiihrung der Infektionsexperimente wurden je 5x10° Zellen in 500 ul Zellkulturmedium in eine
24-Loch Gewebekulturplatte ausplattiert. Die Infektion sowie Kontrollstimulation erfolgte in Duplika-
ten. Kontrollzellen wurden entweder mit Medium oder mit LPS inkubiert (0,5 pg/ml). Die Infektion
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erfolgte mit 5, 10 oder 25 gereinigten R. typhi pro Zelle. Nach einer Inkubation von 24 und 48 Stunden
wurde zum einen der Zellkulturiiberstand geerntet, um die Konzentration der Zytokine 11.-6, TNF«
und IL-12 mittels ELISA sowie NO zu quantifizieren. Zum anderen wurden die Zellen geerntet und
durchflusszytometrisch auf die Expression von MHCI, CD86 und iNOS analysiert sowie die Bakterien-
zahl mittels realtime PCR und Immunfluoreszenz bestimmt. Die durchflusszytometrische Analyse der

Knochenmarksmakrophagen erfolgte am LSRII.

2.2.1.8 Durchflusszytometrische Analyse von murinen Zellen

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren zur Charakterisierung von Zellen anhand ihrer Gréfe und
Granularitdt. Zusédtzlich kann eine quantitative Analyse fluoreszenzmarkierter Zellen vorgenommen
werden. Die Quantifizierung kann dabei iiber die zellulire Expression von Proteinen unter Verwendung
Fluorochrom-gekoppelter AK erfolgen. Im Allgemeinen passieren im Durchflusszytometer Zellen in Sus-
pension einzeln einen Laserstrahl. Das resultierende Streulicht wird von Fotomultiplikatoren detektiert.
Es werden hierbei Seitwértsstreulicht (sideward scatter, SSC), welches ein Maf fiir die Granularitét der
Zellen darstellt, von Vorwértsstreulicht (forward scatter, FSC), welches die Grofe der Zellen wiedergibt,
unterschieden. Passieren Zellen, an deren Proteine fluorochrom-gekoppelten AK gebunden haben, den
Laser, werden die jeweils emittierten Strahlen spezifisch je nach Fluorochrom detektiert. Das emittierte

Licht verhélt sich dabei proportional zum gebundenen AK.

Fiir die durchflusszytometrische Firbung wurde eine definierte Zellzahl von 1x105 Milzzellen, 1x 10°
Leberzellen oder 30 pl EDTA-Blut eingesetzt. Alle Inkubationsschritte erfolgten dunkel und bei 4 °C.
Die Féarbungen wurden wenn nicht anders angegeben in 96-Loch Rundboden-Gewebekulturplatten
durchgefiihrt. Die Zentrifugationsschritte erfolgten bei 350 x g fiir 5 min und 4 °C. Fiir die Farbung
von Oberflichenmarkern wurden die Zellen nach dem Pelletieren zunéchst mit je 20 pl 5 % CohnlI
fiir die Absattigung der Fe-Rezeptoren fiir 20 min bei RT inkubiert. 50 pl der ersten AK-Losung (in
FACS-Puffer) wurden anschliekend direkt auf die Zellen gegeben und diese fiir weitere 30 min inkubiert.
Danach erfolgte ein Waschschritt mit 100 pl Perm/Wash Puffer um die Zellen auf eine intrazelluldre
Féarbung vorzubereiten. Folgend wurden die Zellen in100 pl Cytofox/Cytoperm aufgenommen und fiir
20 min bei 4 ° dunkel inkubiert. Nach einem Waschschritt mit 100 pl Perm/Wasch Puffer erfolgte die
Inkubation mit 20 pl Perm/Wash Puffer und 5 % CohnlI fiir 15 min bei RT. Anschliefend erfolgte
die Inkubation mit 50 pl einer zweiten AK-Losung (in Perm/Wash) fiir 30 min sowie zweimaliges
Waschen mit je 150 pl Perm/Wash Puffer. Fiir die Messung wurden die Zellen abschliefiend in je 150
nl FACS-Puffer aufgenommen. Die Messung erfolgte am Durchflusszytometer Accuri C6 oder LSRII.

Die Auswertung wurde mit der Software FlowJo durchgefiihrt.

2.2.1.9 Detektion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)

Die Freisetzung von ROS wurde in Blutzellen durchflusszytometrisch durch Inkubation mit Dihydrorho-
damin 123 ermittelt. Dieses wird in Anwesenheit von ROS in der Zelle zum fluoreszierenden Rhodamin
oxidiert und kann im Durchflusszytometer bei einer Extinktions- und Emissions-Wellenldnge von 500

und 536 nm detektiert werden. Fiir den Nachweis von einer ROS-Produktion in Zellen erfolgte zunéchst
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die Féarbung von 30 pl einer EDTA Blutprobe mit AK gegen verschiedene Oberflichenmarkern nach
vorheriger Lyse der Erythrozyten. Die Zellen wurden folgend mit 30 pg/ml DHR-123 in PBS fiir 20 min
bei 37 °C im Dunkeln inkubiert, anschliefsend einmal mit 4 ml kaltem PBS gewaschen und in 40 pl
PBS aufgenommen. 40 pl der Zellsuspension wurden sofort nach der Farbung durchflusszytometrisch

am BD Accuri C6 gemessen und die ROS-Freisetzung mittels FlowJo Analyse Software ausgewertet.

2.2.2 Biochemische Methoden
2.2.2.1 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Das Verfahren des ELISA ermoglicht die Quantifizierung von Zytokinen im Zellkulturiiberstand. Der
Nachweis von IL-6, TNFa und IL-12 erfolgte im Zellkulturiiberstand infizierter Knochenmarksma-
krophagen unter Verwendung von IL-6 und TNF DuoSet ELISA Kits. Abweichend wurden fiir die
Detektion von IL-12 folgende AK verwendet: Ratte anti-IL-12p40/p70 und Ratte anti-IL-12p40/p70
Biotin. Als Standard diente IL-12 eines DuoSet ELISA Kits der ausgehend von 2 ng/ml 1:2 titriert
wurde. Die Durchfithrung wurde, wenn nicht anders angegeben, nach den Angaben des Herstellers
durchgefiihrt.

Im ersten Schritt wurde eine 96-Loch ELISA-Platte mit je 50 pl capture AK beschichtet und iiber Nacht
bei 4 °C inkubiert. Ungebundene AK wurden durch dreimaliges Waschen mit ELISA-Waschpuffer
entfernt und freie Oberflichenbindungsstellen mit 100 yl ELISA-Blockpuffer fiir 2 Stunden bei RT
blockiert. Nach dreimaligem Waschen mit ELISA-Waschpuffer wurden im néchsten Schritt 50 yl der
unverdiinnten Zellkulturiiberstdnde in Duplikaten, sowie Doppelwerte der jeweiligen Konzentration des
Zytokinstandards pipettiert. Die Bindung der AK erfolgte iiber Nacht bei 4°C. Die Platten wurden
erneut gewaschen und anschliefend 50 pl biotinylierter Sekundir-AK in 1x PBS/0.1 % BSA auf die
Platte gegeben und fiir 1 Stunde bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit ELISA-Waschpuffer
erfolgte die Bindung eines Streptavidin-HRP (horse radish peroxidase)-Konjugats. Dieses wurde in einer
Verdiinnung von 1:200 in 50 ul 1x PBS/0.1 % BSA eingesetzt und fiir 1 Stunde bei RT inkubiert. Nach
viermaligem Waschen wurden je 100 pl ELISA-TMB-Substratlésung pipettiert und die Reaktion, nach
Erreichen einer sichtbaren Féarbung, durch Zugabe von 25 ul ELISA-Stoplosung beendet. Im direkten
Anschluss erfolgte die Detektion der Zytokinkonzentration anhand des Standards photometrisch bei
einer Wellenlange von 450 nm. Hierfiir wurde der Mikroplate reader Dynex MRXII und die Rewvelation

Software verwendet.

2.2.2.2 Bestimmung der Glutamat-Pyruvat-Transaminase-Werte (GPT) im Serum

In Serum freigesetztes GPT ist ein direkter Indikator fiir das Auftreten eines Leberzellschadens. Fiir
die Bestimmung der GPT-Konzentration im Serum wurde das Reflotron Plus System verwendet und
die Detektion nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Das verwendete Verfahren beruht auf
der Reaktion von Ketoglutarat und Alanin, die in Anwesenheit von GPT im Serum zu Glutamat
und Pyruvat umgesetzt werden. Das entstehende Pyruvat wird im zweiten Reaktionsschritt unter
Einwirkung von Pyruvat-Oxidase in Acetylphosphat, Kohlendioxid und Wasserstoffperoxid gespalten,

das einen Indikator unter der Einwirkung von POD in seine oxidierte blaue Form iiberfiihrt. In einer
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kinetischen Messung bei 567 nm wird die Bildung des Farbstoffs als Maf fiir die Enzymaktivitdt der
GPT detektiert. Das Serum wurde hierfiir vor dem Test 1:3 in PBS verdiinnt und 32 pl Lésung auf
einen GPT-Teststreifen pipettiert.

2.2.2.3 Bestimmung der Zytokinkonzentration im Plasma

Fir die Bestimmung der Zytokinkonzentration im Plasma der Mause wurde der Bead-basierte Im-
munoassay LEGENDplex verwendet. Das Verfahren beruht auf dem Prinzip eines Sandwich Immu-
noassassays, bei dem ein 16slicher Analyt zwischen zwei AK gebunden wird. Durch die Verwendung
zweier Bead-Populationen von verschiedener Groke und unterschiedlicher Fluoreszenz kénnen simul-
tan verschiedene Zytokine in einer biologischen Probe durchflusszytometrisch quantifiziert werden. Die
Konzentrationen einzelner Zytokine werden anhand einer Standardkurve ermittelt. Der Assay wur-
de nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Abweichend erfolgte die Analyse mit halbierten
Proben- und Reagenzmengen. Demnach wurden 12,5 pl Plasma vor dem Assay 1:2 mit 12,5 pl Assay-
Puffer verdiinnt und 12,5 pl der Losung eingesetzt. Die Messung der Proben erfolgte am Accuri C6,
wahrend die Auswertung mittels BioLegend LEGENDplex Software durchgefithrt wurde.

2.2.2.4 Detektion von Stickstoffmonoxid (NO)

Die Produktion von NO ist ein wichtiger Bestandteil der bakteriziden Funktion von Makrophagen als
Reaktion auf auf die Erkennung von Erregern. Bei der in vitro-Infektion von Makrophagen wird NO
dabei in den Zellkulturiiberstand freigesetzt und kann mit der so genannten Griess-Reaktion quantifi-
ziert werden. Dieses Verfahren beruht auf der Umsetzung der Griess-Reagenzien mit Nitrit zu einem
Diazofarbstoff, dessen Absorption im sichtbaren Bereich bei 560 nm gemessen werden kann. Fiir den
Nachweis von NO wurden 100 pl Zellkulturiiberstand in 96-Loch Gewebekulturplatten {iberfiihrt und
mit 50 pl Griess 1 sowie 50 yl Griess 2 Losung gemischt. Eine serielle Verdiinnung von Natriumnitrit
(125 uM) in Zellkulturmedium, in Duplikaten, diente als Standard fiir die Quantifizierung der NO-
Konzentration. Die Absorption wurde bei 560 nm unter Verwendung eines Microplate readers Dynex

MRXII spektrophotometrisch quantifiziert und mittels Revelation Software ausgewertet.

2.2.2.5 Detektion von R. typhi in der Immunfluoreszenz

Fiir den Nachweis von R. typhi in Zellen wurden 1x10* Zellen in 10 pl PBS auf einen maskierten
Objekttriger iiberfithrt und fiir 20 min getrocknet. Die Fixierung der Zellen erfolgte mit 50 ml Aceton
in einem 50 ml Reaktionsgefdf fiir 10 min bei -20 °C. Nach dem Abdampfen des Acetons wurden
10 pl AK-Uberstand (R. typhi BNITM52) fiir den Nachweis von R. typhi pipettiert und fiir 30 min
bei 37 °C dunkel inkubiert. Als Kontrolle dienten 10 pl PBS sowie 10 pl Maus-IgG3 Isotyp AK. Nach
zehnmaligem Waschen mit PBS in einer Glaskiivette wurde der Objekttriager getrocknet und die Zellen
mit 10 ul DAPI sowie Ziege anti-Maus IgG3-FITC in PBS wie oben beschrieben inkubiert. Nach einem
erneuten zehnmaligen Waschschritt in PBS erfolgte die Férbung mit 10 pl anti-FITC-Alexa 488 im
Dunkeln fiir 30 min bei 37 °C, um die Farbung des Sekundér-AK zu verstirken. Nicht gebundener
AK wurde wiederum mit einem Waschritt entfernt, der Objekttriger getrocknet und anschliefend
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mit Permaflour und einem Deckgléschen eingedeckelt. Die Analyse der Immunfluoreszenz erfolgte am
Mikroskop BZ9000.

2.2.2.6 Histologische und immunhistochemische Farbung von Gewebeschnitten

Fiir die histologische und immunhistochemische Farbung von Geweben wurden die Organe zunéchst
prapariert und in 4 % Formalin iiberfiihrt und fixiert. Alle folgenden Schritte wurden von der Mauspa-
thologie Facility des Universitdtsklinikums Eppendorf durchgefiihrt. Die Einbettung der Organe erfolg-
te in Paraffin fiir die anschliefende Herstellung der Gewebeschnitte. Nachfolgend wurden die Schnitte
deparaffinisiert, indem sie zunéchst fir 20 min auf 65 °C in einem Wirmeschrank erhitzt wurden. Fiir
die Entparaffinierung erfolgte eine Behandlung mit Xylol fiir 30 Min und sequentielles Eintauchen fiir
3-5 Minuten in einer absteigenden Alkoholreihe (100 %, 96 %, 80 % und 70 % Ethanol), mit einem an-
schlieflsenden Waschschritt in H20. In einem néchsten Schritt wurden die Schnitte entweder histologisch
mit Hematoxylin und Eosin (HE) oder immunchistochemisch mit AK gefiarbt. Die Gewebeschnitte
wurden abschliefend mit Tissue-Tek Medium und entsprechendem Deckgléschen eingedeckt und am
Mikroskop BZ9000 analysiert.

Hematoxylin-Eosin-Farbung

Die Schnitte wurden fiir die Hematoxylin-Eosin-Farbung (HE) 5 min in Himatoxylin inkubiert und
anschlieflend mit Leitungswasser gespiilt. Die Differenzierung wurde in 25 % HC] fiir 5 min durchgefiihrt
und die Schnitte folgend mit fliefendem Leitungswasser erneut gespiilt. Anschliefend wurden diese kurz
in 70 % Ethanol gebldut und 1 min mit Eosin gefarbt. Abschliefend wurden die Schnitte mit 100 %
Ethanol gespiilt.

Immunhistochemische Firbung

Fiir die immunchistochemische Farbung erfolgte zunichst eine Antigendemaskierung der entparaffi-
nierten Schnitte fiir 30 min in 10 mM Zitratpuffer (10 mM Natriumzitrat, 0,05 % Tween 20, pH 6,0).
Die eigentliche immunhistochemische Férbung wurde in einem Ventana Benchmark XT Gerat durch-
gefiihrt und die verschiedenen AK hierfiir in in einer Losung aus 5% Ziegenserum in TBS, 0,1% Triton
X100 und antibody diluent solution verdiinnt. Fiir die Farbung wurden die Schnitte 1 Stunde mit den
jeweiligen Primédr-AK bei RT inkubiert und anschliefend in PBS gewaschen. anti-Hase-, anti-Ratte-
oder anti-Maus-Histofine Simple Stain Mouse MAX Peroxidase Sekundir-AK wurden zur Detektion
verwendet und je ein Tropfen fiir 30 min bei RT inkubiert. Die immunhistochemische Farbereaktion
wurde mit dem ultraview universal DAB detection kit durchgefiihrt, gefolgt von Wissern zum Abstop-

pen der Reaktion.
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2.2.3 Molekularbiologische Methoden
2.2.3.1 DNS-Aufreinigung aus eukaryotischen Zellen und Geweben

Fiir die Aufreinigung von DNS aus eukarytischen Zellen und Geweben wurde das QIAamp DNA Mini
Kit nach den Vorgaben des Herstellers verwendet. 1x 10% eukarytische Zellen oder 80 111 homogenisiertes
murines Gewebe wurden fiir die DNS-Gewinnung eingesetzt. Um DNS aus Geweben aufzureinigen,
erfolgte zuvor die Homogenisierung von 10 mg Organ in 500 pl PBS mit Hilfe von Precellys ceramic
Kit tubes in einem Precellys 24 Homogenisierer. Folgende Zyklusparameter wurden verwendet: 2-mal
6000 rpm fiir je 45 sek mit je 60 sek Pause. Nach der Aufreinigung der DNA erfolgte die Bestimmung
der DNS-Konzentration mittels NanoDrop und NanoDrop 2000,/2000¢ Software.

2.2.3.2 Detektion von R. typhi mittels realtime Polymerase-Kettenreaktion (PCR) in
eukaryotischen Zellen und Geweben

Die realtime PCR ist ein Verfahren zur spezifischen Amplifikation und Quantifizierung von DNS-
Sequenzen. Die Methode beruht auf dem Prinzip einer herkémmlichen PCR von Denaturierung, Pri-
mer-Anlagerung und Elongation einer Doppelstrang-DNS. Zusétzlich ist durch die Verwendung eines
Fluoreszenzfarbstoffs, der in die doppelstringige DNS interkaliert, die Quantifizierung des Zielgens
moglich. Die Fluoreszenz des Farbstoffs nimmt proportional mit der amplifizierten Menge des PCR-
Produkts zu, wobei die Quantifizierung in der exponentiellen Phase eines Zyklus anhand der erhaltenen
Fluoreszenzsignale erfolgt. Zu diesem Zweck wird in einer Verdiinnungsreihe ein Standardplasmid mit
definierter Kopienzahl bei jeder realtime PCR zusétzlich amplifiziert. In der vorliegenden Arbeit wurde
der Farbstoff SYBR Green verwendet. Die Quantifizierung von R. typh: mittels SYBR Green realtime
PCR erfolgte durch Amplifikation eines 137 bp Fragments des PrsA Gens (RT0565). Hierfiir wurden
der Forward Primer 5"-ACA GCT TCA AAT GGT GGG GT-3" und der Reverse primer 5°-TGC CAG
CCG AAA TCT GTT TTG-3" verwendet. Fiir die genaue Bestimmung der Kopienzahl von R. typhi
wurde das Standardplasmid pCR2.1-PrsA verwendet, das dieselbe PrsA DNS-Sequenz enthielt. Die
PCR erfolgte im Rotor Gene 6000 und wurde mit der Software Rotor-Gene 600 Series analysiert. Die
Amplifikation erfolgte in folgenden Schritten in 40 Zyklen:

Tabelle 2.13: Zykluseigenschaften

Schritt Temperatur / Zeit
Vorheizen 95 °C / 15 min
Denaturierung 94 °C / 20 sek
Annealing 53 °C / 30 sek
Elongation 72 °C / 20 sek

Der Reaktionsansatz fiir die realtime PCR setzte sich in 10 pl wie folgt zusammen:
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Tabelle 2.14: Reaktionsansatz realtime PCR

Reagenz Menge
MgCl2 1,5 mM
dNTPs 0,175 mM
Forward Primer 100 nM
Reverse Primer 100 nM
SYBR Green 0,05x
HotStar Tag DNA Polymerase 025U
DNS-Probe 2 pul
dH,O (Ampuwa) add. 10pl

2.2.4 Tierversuche

Alle Tierversuche wurden nach den gesetzlichen Bestimmungen des deutschen Tierschutzes durchge-
fithrt und vom Amt fiir Gesundheit und Verbraucherschutz, Hamburg genehmigt. Die Durchfiihrung
der Tierexperimente erfolgte unter der Tierversuchsantrag Nummer 88/13. Fiir die in dieser Arbeit
durchgefiihrten Experimente wurden weibliche Mause im Alter zwischen 6-10 Wochen der Stdmme
BALB/c, C57BL/6, RAG1 KO und CB17 SCID verwendet. Die Haltung der Tiere erfolgte in Indi-
vidualy ventilated cages (IVC, Kéifige mit individueller Beliiftung) unter keimarmen Bedingungen im

Tierhaus des Bernhard-Nocht-Instituts fiir Tropenmedizin.

2.2.4.1 Infektion von Mausen und klinische Bewertung

Die Infektion der Méuse erfolgte s.c. in die Schwanzwurzel mit je 50 pl R. typhi-Inokulat in PBS.
Kontrollm#use bekamen analog 50 ul PBS appliziert. Der Gesundheitszustand der Mause wurde an-
hand eines Klinischen Bewertungssystems fiir 28 Tage beurteilt. Hierfiir wurden die M&use in einem
Rhythmus von 2 bis 3 Tagen beobachtet und ihr Gesundheitszustand mit folgenden Kriterien beurteilt:
Zustand des Fells (0: normal, 1: struppig im Nacken, 2: struppig am ganzen Korper), die Kérperhaltung
(0: normal, 1: teilweise/zeitweise gekriimmt, 2: gekriimmt), Aktivitat (0: normal, 1: reduziert, 2: keine),
Gewichtsverlust (0: < 10%, 1: 10-14%, 2: > 15%) sowie Aufnahme von Futter und Wasser (0: normal,
1: reduziert, 2: keine). Mause wurden als gesund beurteilt mit einer klinischen Bewertung von < 5,
moderat erkrankt von 5 bis 7 and schwer erkrankt von 8 bis 10. Bei einer klinischen Bewertung > 8
oder einem Gewichtsverlust > 20 % wurden die M#use durch eine Uberdosierung einer CO9-Narkose

tierschutzgerecht erldst.

2.2.4.2 Blutentnahme

Die Blutentnahme erfolgte entweder submandibulir durch Punktion der Vena faciales im Unterkie-
ferbereich der M&use oder durch Herzpunktion nach dem Erlésen der Mause. Fiir die durchflusszy-

tometrische Uberpriifung der Neutrophil-Depletion, wurde submandibulir im Rhythmus von 3 Tagen
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Blut entnommen. Eine Herzpunktion erfolgte fiir die Gewinnung von Plasma und Serum, um eine Be-
stimmung der Zytokinkonzentration bzw. der GPT-Werte vorzunehmen. Fiir Plasmaproben wurde das
Blut direkt in EDTA-R6hrchen iiberfiihrt und bei 5654 x g fiir 10 min zentrifugiert. Um Serumproben
zu erhalten, erfolgte der Transfer des Blutes in Safe-Seal- Reaktionsgefifie. Nach der Agglutination des
Blutes fiir 15 bis 20 min bei Raumtemperatur, wurde das Serum durch Zentrifugation fiir 10 min bei

5654 x g gewonnen. Serum- und Plasmaproben wurden vor der Analyse bei -20 °C gelagert.

2.2.4.3 Depletion von Neutrophilen

Fiir die Depletion von Neutrophilen wurde den M#usen 200 pg anti-Ly6G AK alle 3 Tage ab Tag
6 nach Infektion intraperitoneal injiziert. Eine ebenfalls infizierte Kontrollgruppe erhielt die gleiche
Menge eines Ratte IgG2a Isotyp AK. Um einen Einfluss des Depletions-AK auf den Krankheitsverlauf
der Mause auszuschlieffen, wurde eine zweite Kontrollgruppe mit PBS behandelt und ebenfalls der anti-
Ly-6G AK appliziert. Als interne Kontrolle wurden Mause mit PBS-behandelt und PBS intraperitoneal
injiziert. Der Infektionsverlauf wurde wie oben beschrieben verfolgt und die Depletion der Neutrophilen

anhand einer durchflusszyometrischer Farbung von Blutzellen jeweils 1 Tag nach Depletion analysiert.

2.2.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism 5.02. Die Analyse
der Uberlebensrate der Tiere wurde mittels Log-rank Mantel Cox Test durchgefiihrt. Bei einer Stich-
probengréfse n > 8 wurde der D’Agostino-Pearson Test auf Normalverteilung durchgefiihrt. Waren die
Daten normal verteilt (parametrisch), wurde entweder ein Zweistichproben-t-Test fiir den Vergleich
zweier Stichproben oder eine Two way ANOVA mit anschlieendem Tukey Test durchgefiihrt, um Un-
terschiede zwischen mehr als zwei Gruppen zu bewerten. Nicht-parametrische Daten wurden mit dem
Mann-Whitney U Test (zwei Stichproben) oder Kruskal-Wallis Test gefolgt von Dunns Posttest (mehr

als zwei Stichproben) analysiert.
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R. typhi ist ein humanpathogenes intrazelluldres Bakterium, welches im Menschen endemisches Fleck-
fieber verursacht. Bei einem schweren Verlauf kann die Infektion zum Tod des Patienten fiihren. Zu
den dann auftretenden Symptomen gehéren Fieber, Kopfschmerzen und Ubelkeit. Dariiber hinaus
kommt es zu Erkrankungen wie Lungen und- Hirnentziindung, Leberschdden und Nierenversagen
[91, 106, 107, 132]. Uber die Immunantwort gegeniiber R. typhi ist bislang wenig bekannt. Zudem
ist unklar ob die Immunantwort moglicherweise zu der auftretenden Pathologie beitriagt. Gegenstand
der vorliegenden Arbeit, war deshalb die Untersuchung angeborener Immunmechanismen und ihr Bei-
trag zur Pathologie in der Maus. Der erste Abschnitt des Ergebnisteils beschreibt die Etablierung
eines geeigneten murinen Infektionsmodells, um die angeborene Immunantwort auf R. typhi sowie die
Pathologie zu untersuchen. Im zweiten Abschnitt wird die angeborene Immunantwort nach R. typhi-
Infektion néher beschrieben. Die funktionelle Charakterisierung angeborener Immunzellen wahrend der
Infektion im Modell der CB17 SCID Maus ist Gegenstand des dritten Teils dieser Arbeit. Im letzten
Abschnitt dieser Arbeit ist speziell die Untersuchung des Beitrags der Neutrophilen an der Pathologie
in der R. typhi-Infektion in der CB17 SCID Maus dargestellt.

3.1 Etablierung eines R. typhi-Infektionsmodells

In der vorliegenden Arbeit sollte die angeborene Immunantwort auf das humanpathogene Bakterium
R. typhi in der Maus und ihr Beitrag zum Schutz und zur Pathologie untersucht werden. Fiir diese
Untersuchungen wurde ein in wvivo Infektionsmodell etabliert. Um geeignete Mausstdmme fiir diese
Analysen zu finden, wurden Wildtyp C57BL/6 und BALB/c Méuse sowie entsprechende B- und T-
Zell-defiziente Mause derselben Stdmme verwendet: RAG1 KO M4iuse [126], die auf dem C57BL/6
Hintergrund geziichtet wurden, und zum anderen CB17 SCID M4iuse [127, 128], deren genetischer
Ursprung die BALB/c Maus ist. Die Infektion erfolgte s.c. in die Schwanzwurzel der Mause, da die
natiirliche Infektion iiber das subkutane Einbringen der Erreger in den Organismus stattfindet [84].
Folgend wurde der Infektionsverlauf anhand eines klinischen Bewertungssystems beurteilt und die
Uberlebensrate der Miuse bestimmt. Zusétzlich wurde die Bakterienlast in den Organen mittels ei-
ner R. typhi-spezifischen realtime PCR bestimmt. Pathologische Verdnderungen in der Leber wurden
mittels histologischer Untersuchungen und anhand der Messung von Glutamat-Pyruvat-Transaminase
(GPT) -Werten im Serum, als Indikator fiir eine Leberzellschidigung, analysiert. Die Immunantwort
wurde durch Messung der systemischen Zytokinproduktion im Plasma untersucht und verschiedene

Zellpopulationen funktionell ndher charakterisiert.
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3.1.1 C57BL/6 und RAG1 KO Maiuse scheinen resistent gegeniiber einer
R. typhi-Infektion zu sein

C57BL/6 Méuse werden als resistent gegeniiber einer Infektion mit R. typhi beschrieben [111]. Dar-
iiber hinaus zeigte eine vorangegangene Studie, dass sogar B- und T-Zell-defiziente RAG1 KO M4&use
dieses Stammes die Infektion mit Zeckenbissfieber-Rickettsien, wie R. conorii, fir mindestens 3 Wo-
chen iiberleben [129]. M&use des C57BL/6 Stammes bilden daher offenbar eine effiziente angebore-
ne Immunantwort aus und sind in der Lage diese Erreger zu kontrollieren. Fiir die Bakterien der
Fleckfieber-Gruppe ist dies jedoch noch unklar. Aus diesem Grund sollte tiberpriift werden, ob die
angeborene Immunantwort in B- und T-Zell-defizienten RAG1 KO M#usen in der Lage ist, auch die
Infektion mit R. typhi abzuwehren. Hierfiir wurden C57BL/6 und RAG1 KO Miuse infiziert und
der Infektionsverlauf beobachtet (Abbildung 3.1, A). C57BL/6 Kontrollméiuse blieben fiir den Unter-
suchungszeitraum symptomfrei. Auch RAG1 KO Méuse zeigten zu keinem Zeitpunkt wihrend der
Infektion Krankheitssymptome wie Gewichtsverlust, struppiges Fell, Aktivitatsverlust und reduzierte
Wasser- und Futteraufnahme. Alle C57BL/6 Kontrollmause und alle RAG1 KO M4iuse iiberlebten die
ersten 28 Tage der Infektion (Abbildung 3.1, B).
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Abbildung 3.1: Verlauf einer R. typhi-Infektion in Wildtyp C57BL/6 und immundefizienten RAG1 KO
Mé4usen. Die Infektion von C57BL/6 (weife Symbole, n = 10) und RAG1 KO M4iusen (schwarze Symbole, n = 10)
erfolgte mit 1x10% R. typhi s.c. in die Schwanzwurzel. (A) Der Infektionsverlauf wurde zu den angegebenen Zeitpunkten
anhand eines klinischen Bewertungssystems fiir 28 Tage beurteilt. (B) Die Uberlebensrate (rechts) wurde dokumentiert
und mittels Log-rank Test analysiert (ns p = 1,0). Gezeigt sind die Daten als Mittelwerte £ SEM von 2 unabhingigen
Experimenten. Klinische Bewertung (0-10): gesund (0-4), moderat erkrankt (4-7) oder schwer erkrankt (8-10).

Mittels realtime PCR wurde dariiber hinaus die Bakterienlast in verschiedenen Organen bestimmt.
Sowohl C57BL/6 als auch RAG1 KO Miuse entwickelten zu keinem Zeitpunkt wihrend der initialen
Phase einer R. typhi-Infektion eine nachweisbare Bakterienlast in Milz, Hirn, Leber und Lunge (Daten

nicht gezeigt).

3.1.1.1 Pathologie R. typhi-infizierter RAG1 KO Mause

R. typhi-infizierte C57BL/6 und RAG1 KO Maiuse wiesen nach Sektion keine auffilligen pathologi-
schen Verdnderungen wie eine vergroferte Milz auf. Um mogliche pathologische Verdnderungen der
Leber infolge der Infektion zu beurteilen, wurden GPT-Werte im Serum von C57BL/6 und RAG1 KO
Mé&usen gemessen (Abbildung 3.2). Weder C57BL/6 Kontrollmiuse noch RAG1 KO Maiuse wiesen
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einen Anstieg der Serum-GPT-Werte im Verlauf der Infektion auf. In der histologischen Untersuchung
zeigte sich jedoch eine leichte zelluldre Infiltration sowie ein schwacher transienter Leberschaden in

beiden Mausgruppen zwischen Tag 3 und 10 (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.2: C57BL/6 und RAG1 KO Méiuse entwickeln keinen Leberschaden nach s.c. Infektion mit
R. typhi. Gezeigt sind die GPT-Werte im Serum von C57BL/6 (weiffe Symbole, n = 5-7) und RAG1 KO M#usen
(schwarze Symbole, n = 5-7) nach s.c Infektion mit 1x10® R. typhi in die Schwanzwurzel zu den genannten Zeitpunkten.
Dargestellt sind Daten zweier unabhéngiger Experimente. Die Analyse der statistischen Signifikanzen erfolgte mittels
Kruskal- Wallis- Test und anschliefendem Dunns Posttest (nicht signifikant (ns)).

3.1.1.2 Immunantwort gegen R. typhi in C57BL/6 und RAG1 KO Mausen
3.1.1.2.1 C57BL/6 und RAG1 KO Miuse zeigen eine frithe systemische Zytokinantwort

Um einen Hinweis auf die Immunantwort nach einer R. typhi-Infektion zu erhalten, wurde die systemi-
sche Zytokinkonzentration infizierter C57BL/6 und RAG1 KO Mé&use ermittelt. Hierfiir wurde an Tag
3, 7 und 15 nach Infektion sowie von nicht-infizierten Kontrollméusen (Tag 0) mittels LEGENDplex
Assay die Zytokinproduktion im Plasma bestimmt (Abbildung 3.3). RAG1 KO Méuse zeigten nur
einen geringen Anstieg von IL-12p70 (8,8 £+ 2,2 pg/ml) und TNFa (19,8 + 5,9 pg/ml) im Plasma an
Tag 3 nach Infektion, wihrend ein Anstieg beider Zytokine in C57BL/6 nicht detektierbar war. Sowohl
IL-6 (53,4 + 25,3 pg/ml) als auch MCP-1 (358,6 + 163,8pg/ml) waren ausschlieklich an Tag 3 nach
Infektion in RAG1 KO, aber nicht in C57BL/6 Mausen, signifikant erhéht. Im Gegensatz dazu waren
signifikant erhohte IFN~-Werte sowohl in RAG1 KO (497,1 + 219,8 pg/ml) als auch C57BL/6 M&usen
(61,9 £+ 12,6 pg/ml) ebenfalls ausschlieflich an Tag 3 zu messen. Die IFNy-Konzentration war dabei
in RAG1 KO gegeniiber C57BL/6 Mausen 7,6-fach hoher. Eine Erhohung der Zytokinkonzentration
von GM-CSF konnte dariiber hinaus in keinem der beiden Mausstimme gemessen werden. Bereits an

Tag 7 war keines der Zytokine im Plasma infizierter Mause beider Gruppen mehr nachweisbar.
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Abbildung 3.3: RAG1 Méiuse zeigen eine nur leichte systemische Inflammation wihrend der initialen
Phase einer R. typhi-Infektion. C57BL/6 (weifle Symbole, n = 5-8) und RAG1 KO M4iuse (schwarze Symbole, n
= 5-8) wurden mit 1x10% R. typhi s.c. in die Schwanzwurzel infiziert. Die Analyse der systemischen Zytokinprodukti-
on erfolgte mit Hilfe des bead-basierten LEGENDplez Assays im Plasma der M&use zu den angegebenen Zeitpunkten.
Gezeigt sind Daten zweier unabhingiger Experimente. Fiir die statistische Auswertung wurden die Zytokinkonzentra-
tionen nach Infektion mit Basalwerten PBS-behandelter Mause (Tag 0) verglichen und mittels Kruskal- Wallis-Test und
anschlieflendem Dunns Posttest analysiert (** p < 0,01, *** p < 0,001).

3.1.1.2.2 C57BL/6 und RAG1 KO Miuse zeigen einen frithen Anstieg von Monozyten/Makropha-

gen

Fir die Untersuchung der Immunantwort auf zellulirer Ebene wurde die Zellkomposition in der Milz
iiber den Infektionsverlauf an Tag 0, 3, 7 und 15 mittels Durchflusszytometrie analysiert. Als Kontroll-
gruppe dienten PBS-behandelte Mause (Tag 0). Abbildung 3.4, A zeigt exemplarisch die durchfluss-
zytometrische Analyse von C57BL/6 und RAG1 KO Milzzellen. Nach der Isolation der Zellen wurden
diese mit einem CDI11b sowie GR1 AK geférbt. Die Férbung dieser Oberflichenmolekiile erlaubt die
Differenzierung zwischen CD11b+ GR1™¢4r& Monozyten /Makrophagen und CD11b* GR1"°" Neutro-
philen [133]. Die Infektion von C57BL/6 Mausen und RAG1 KO Méusen fithrte zu einem tendenziel-
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len, jedoch nicht signifikanten, Anstieg der Monozyten /Makrophagen in der Milz bis Tag 7. Dabei war
die Zahl dieser Zellen in C57BL/6 M#usen gegeniiber nicht-infizierten M&usen etwa 1,7-fach erhoht
(2,75x10° auf 4,68x10%), in RAG1 KO Méiusen etwa 3-fach (7,29x10° auf 2,2x10%). Die Zahl der Mo-
nozyten/Makrophagen nahm in beiden Mausgruppen bis Tag 15 wieder auf Ausgangsniveau ab. Die
Zahl der Neutrophilen war in C57BL/6 Mé&usen lediglich an Tag 3 erhoht und zu diesem Zeitpunkt
etwa verdoppelt (4,78x10° auf 1,11x10°%). Neutrophile in der Milz von RAG1 KO Miusen zeigten hin-
gegen einen linger anhaltenden Anstieg bis Tag 7. Dabei vervierfachte sich die Zahl von 1,01x103 auf

4,48x10°, dieser Anstieg war jedoch nicht signifikant.
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Abbildung 3.4: C57BL/6 und RAG1 KO Ma3iuse zeigen eine tendenzielle Zunahme der Monozty-
en/Makrophagen und Neutrophilen in der Milz. C57BL/6 und RAG1 KO Miuse wurden s.c. mit 1x10® Bakterien
in die Schwanzwurzel infiziert. (A) Dargestellt sind reprisentative Aufnahmen durchflusszytometrischer Analysen von
Milzzellen einer PBS-behandelten (links) sowie einer R. typhi-infizierten Maus an Tag 15 nach Infektion (rechts) nach
Farbung mit einem CD11b-PerCP-Cy5.5 (x-Achse) und GR1-APC AK (y-Achse). CD11b" GR1"" Neutrophile (rot)
wurden von CD11b"T GR1™¢%8 Monozyten/Makrophagen (orange) unterschieden. (B) Gezeigt sind absolute Zahlen
CD11b" GR1™°¥ Monozyten/Makrophagen (links) sowie CD11b" GR1"°®® Neutrophilen (rechts) zu den angegebenen
Zeitpunkten in der Milz von C57BL/6 (weife Symbole, n = 5-7) und RAG1 KO M#usen (schwarze Symbole, n = 5-6).
Daten wurden aus zwei voneinander unabhingigen Experimenten erstellt und sind als Mittelwerte + SEM gezeigt. Die
Analyse der statistischen Signifikanzen erfolgte mittels Kruskal- Wallis- Test und anschliefendem Dunns Posttest (ns).

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass sowohl immunkompetente C57BL/6 als auch die B- und T-
Zell-defizienten RAG1 KO Méuse die initiale Phase einer R. typhi-Infektion iiberleben. Dabei entwickelt

keine der beiden Mausgruppen eine nachweisbare Bakterienlast oder eine symptomatische Erkrankung.
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Die angeborene Immunantwort ist in diesen M&usen insbesondere durch die frithe Produktion von
IFN~y gekennzeichnet. RAG1 KO Méuse produzieren dariiber hinaus voriibergehend auch MCP-1 und
geringe Mengen IL-12, IL-6 TNF«. Auf zellulirer Ebene zeigen sowohl C57BL/6 als auch RAG1 KO
Miuse einen voriibergehendende Zunahme von Monozyten/Makrophagen und Neutrophilen, die mit

dem frithen Anstieg der Zytokinkonzentrationen einhergeht.

3.1.2 CB17 SCID Mause sind suszeptibel fiir die Infektion mit R. typhi

Als ein weiterer resistenter Mausstamm wurden BALB/c Méuse beschrieben [124]. In diesem Abschnitt
sollte nun untersucht werden, ob angeborene Immunmechanismen auch in diesem Mausstamm vor
einer symptomatischen Erkrankung schiitzen. Aus diesem Grund wurden neben BALB/c Mausen CB17
SCID Maiuse, die ebenfalls defizient in der Entwicklung von B- und T-Zellen [127, 128] sind, untersucht.

Zunachst wurden in einem Vorversuch immunkompetente BALB/c Miuse als Kontrollgruppe und
CB17 SCID Miuse s.c. mit einer Dosis von 1x10® Bakterien in die Schwanzwurzel infiziert und der
Krankheitsverlauf beobachtet (Abbildung 3.5, A) sowie die Uberlebensrate der M#use bestimmt (Abbil-
dung 3.5, B). BALB/c Méuse zeigten zu keinem Zeitpunkt wihrend der Infektion Krankheitssymptome
und iiberlebten die Infektion mit R. typhi. Im Gegensatz dazu wiesen CB17 SCID Mé&use sehr frith 10
Tage nach Infektion die ersten Krankheitssymptome auf. Charakteristische Symptome waren zunéchst
struppiges Fell, gefolgt von reduzierter Futter- und Wasseraufnahme, Gewichtsverlust und verminderte
Aktivitdt. Die Mause wurden mit schweren Symptomen in der Regel zwischen Tag 12 und Tag 21

erlost.
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Abbildung 3.5: Verlauf einer R. typhi-Infektion in Wildtyp BALB/c und B- und T-Zell-defizienten CB17
SCID Msiusen. Die Infektion von BALB/c und CB17 SCID Méusen erfolgte s.c. in die Schwanzwurzel mit 1x10®R.
typhi. (A) Mit Hilfe eines klinischen Bewertungssystems wurde der Gesundheitszustand der Mause iiber einen Zeitraum
von 28 Tagen beurteilt. (B) Die Uberlebensrate wurde dokumentiert und mittels Log-rank Test analysiert (*** p —
0,0001). Klinische Bewertung (0-10): gesund (0-4), moderat erkrankt (4-7) oder schwer erkrankt (8-10).

Diese Ergebnisse zeigen, dass CB17 SCID Mause im Gegensatz zu RAG1 KO M&usen fiir die Infektion
mit R. typhi hochsuszeptibel sind. Damit stand ein geeignetes Infektionsmodel zur Verfiigung, um die
angeborenen Immunmechanismen zu charakterisieren und zu analysieren, welche mdglicherweise zur

Pathologie wahrend einer R. typhi-Infektion beitragen.
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3.1.2.1 Bestimmung der letalen Dosis in CB17 SCID Mausen

Fiir weitere experimentelle Arbeiten wurde folgend die genaue letale Infektionsdosis (LD100) bestimmt.
Hierfiir wurden die Miuse mit 1x10*, 1x10% und 1x10® R. typhi infiziert und der Krankheitsverlauf
dokumentiert (Abbildung 3.6, A) sowie die Uberlebensrate bestimmt (Abbildung 3.6, B). 75 % der
Miuse iiberlebten die Infektion mit der niedrigsten Dosis von 10* Bakterien. Diese Miuse entwickelten
nur leichte Krankheitssymptome ab Tag 18, von denen sie sich aber wieder erholten. Mause, welche
mit 1x10% Bakterien infiziert wurden, zeigten bereits die ersten Symptome an Tag 9. Bei diesen lag
die Uberlebensrate bei nur noch 12,5 %. Miuse welche mit der hichsten Dosis von 1x108 Bakterien
infiziert wurden, entwickelten bereits in der ersten Woche nach Infektion die ersten Anzeichen einer
Erkrankung. In dieser Gruppe wurden alle Miuse aufgrund schwerer Krankheitssymptome innerhalb
von 21 Tagen erlost. Im Folgenden wurden alle Experimente mit der letalen Dosis von 1x10% Bakterien

durch s.c. Injektion in die Schwanzwurzel durchgefiihrt.
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Abbildung 3.6: Titration der infektidsen Dosis in CB17 SCID Mausen. CB17 SCID Miuse wurden mit 1x10%,
1x10°% oder 1x10® R. typhi s.c.in die Schwanzwurzel infiziert und der Infektionsverlauf mit Hilfe eines klinischen Bewer-
tungssystems (A) fiir 28 Tage beurteilt sowie die Uberlebensrate (B) dokumentiert und mittels Log-rank Test analysiert
(¥** p < 0,0001). Gezeigt sind die Daten als Mittelwerte + SEM von 2 unabhingigen Experimenten (n = 8-10).
Klinische Bewertung (0-10): gesund (0-4), moderat erkrankt (4-7) oder schwer erkrankt (8-10).

3.1.2.2 R. typhi-infizierte CB17 SCID Mause zeigen eine hohe Bakterienlast

Um eine Ausbreitung des Erregers im Organismus zu untersuchen, wurde die Bakterienlast in CB17
SCID Ma&usen in Leber, Milz, Gehirn, und Lunge mit Hilfe einer R. typhi-spezifischen realtime PCR
am Todestag (Tag 13-19) bestimmt (Abbildung 3.7). Die Bakterienlast war in der Milz (15444 + 2660
Kopien/20ng DNS) am hochsten, gefolgt von Gehirn (3837 + 1119 Kopien/20ng DNS), Lunge (613,9
+ 127,4 Kopien/20ng DNS) und Leber (250,9 + 94,4 Kopien/20ng DNS). In BALB/c Mausen lag
die Bakterienlast in allen untersuchten Organen unter der Detektionsgrenze (Daten nicht gezeigt).
Diese Ergebnisse zeigen, dass R. typhi in der immundefizienten CB17 SCID Maus unkontrolliert in alle

Organe disseminiert.
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Abbildung 3.7: CB17 SCID Méuse entwickeln eine hohe Bakterienlast infolge einer R. typhi-Infektion.
CB17 SCID Miuse wurden s.c. in die Schwanzwurzel mit 1x10® R. typhi infiziert oder als Kontrolle mit PBS behandelt.
Die Bestimmung der Bakterienlast in Leber, Milz, Gehirn und Lunge erfolgte in Duplikaten mittels PrsA real-time
PCR zum Todeszeitpunkt der Mause (Tag 13-19) in 20 ng Gewebe-DNS. Dargestellt sind Mittelwerte = SEM von zwei
unabhingigen Experimenten (n = 10-11).

3.1.2.3 Pathologie R. typhi-infizierter BALB/c und CB17 SCID Miuse

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob der schwere und tdédliche Verlauf einer R. typhi-Infektion
in CB17 SCID M&usen mit pathologischen Verinderungen der Organe assoziiert ist. Es wurde bereits
gezeigt, dass R. typhi unkontrolliert in alle Organe infizierter CB17 SCID Méuse disseminiert (Ab-
bildung 3.7). Obwohl CB17 SCID Méuse eine hohe Bakterienlast im Gehirn aufwiesen, wurden keine
neurologischen Symptome beobachtet. Vielmehr zeigte die Sektion der Mause zum Todeszeitpunkt in
erster Linie zwei offensichtliche pathologische Verdnderungen: zum einen die Entwicklung einer Sple-
nomegalie und zum anderen eine deutliche Lebernekrose. Diese Beobachtungen werden im Folgenden

naher beschrieben.

3.1.2.3.1 R. typhi-infizierte CB17 SCID Miuse entwickeln eine Splenomegalie

R. typhi-infizierte CB17 SCID M3iuse wiesen im Vergleich zu PBS-behandelten M&usen eine stark
vergrokerte Milz zum Todeszeitpunkt auf (Abbildung 3.8, A). Das Milzgewicht (Abbildung 3.8, B)
und die Milzzellzahl (Abbildung 3.8, C) waren signifikant in R. typhi-infizierten CB17 SCID gegeniiber
PBS-behandelten Kontrollméusen erhoht. Das Milzgewicht stieg von durchschnittlich 33,1 + 2,6 mg
in PBS-behandelten Méusen auf 288,2 + 23,3 mg (p = 0,0001) in infizierten M&usen. Die Zunahme
der Milzzellzahl betrug im Durchschnitt das 25-fache und lag zum Zeitpunkt des Todes bei 5,073x107
(p < 0,0001). In BALB/c M#usen waren zu keinem Zeitpunkt wihrend der Infektion eine vergroferte
Milz und eine erhohte Milzzellzahl detektierbar (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.8: R. typhi-infzierteCB17 SCID Méuse entwickeln eine Splenomegalie. Die Infektion von CB17
SCID Miusen (schwarze Symbole, n = 10-11) erfolgte s.c. in die Schwanzwurzel mit 1x10® R. typhi. (A) Gezeigt ist
eine reprisentative Fotografie von Milzen einer PBS-behandelten Kontrollmaus (links) und zweier R. typhi-infizierter
Maéuse (rechts). Das Milzgewicht (B) sowie die Anzahl der Milzzellen (C) wurden zum Zeitpunkt des Todes (Tag 13-19)
ermittelt. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von zwei unabhingigen Experimenten. Die statistische Analyse wurde
mittels Zweistichproben-t-Test (B) und Mann- Whitney-U-Test (C) nach D’Agostino und Pearson omnibus Test auf
Normalverteilung durchgefiithrt (*** p < 0,001).

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Infektion mit R. typhi zu der Entwicklung einer Splenomegalie in
immundefizienten CB17 SCID, aber nicht in Wildtyp BALB/c M&usen, fiihrt.

3.1.2.3.2 R. typhi-infizierte CB17 SCID Miuse entwickeln einen schweren Leberschaden

Neben der Splenomegalie zeigten CB17 SCID Maéuse auflillige pathologische Verdnderungen der Le-
ber, obwohl dieses Organ die geringste Erregerlast aufwies (Abbildung 3.7). Bereits makroskopisch
waren viele nekrotische Areale zu erkennen, und die Gallenblase besaf eine dunkle Farbung (Abbil-
dung 3.9, A). Um eine Aussage iiber die Leberschiddigung in den M&usen zu treffen, wurden GPT-
Werte im Serum von BALB/c und CB17 SCID Méusen iiber den Infektionsverlauf gemessen (Ab-
bildung 3.9, B links). BALB/c Mé&use wiesen zu keinem Zeitpunkt wihrend der Infektion eine Er-
hohung der GPT-Werte auf (p = 0,2498). Im Gegensatz dazu stiegen die Leberwerte von CB17
SCID Méusen, wenn auch nicht signifikant (p = 0,0583), ab Tag 7 an und erreichten einen Wert
von 57,17 + 31,8 U/L an Tag 15 nach Infektion. Zum Zeitpunkt des Todes waren die GPT-Werte
signifikant auf 77,6 + 23,6 U/L angestiegen (p = 0,0004) (Abbildung 3.9, B rechts). Fiir die nihere
Untersuchung der Leberpathologie wurden histologische Schnitte infizierter CB17 SCID Miuse iiber
den Infektionsverlauf an Tag 3, 7 und 14 angefertigt und mit Hamatoxylin-Eosin (HE) geférbt (Abbil-

dung 3.9, C). Im Verlauf der Infektion waren zunehmend zelluldre Infiltrationen und die Entwicklung
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nekrotischer Areale zu erkennen. Zum Ende der Infektion (ab Tag 14) waren im Lebergewebe nekro-
tische Bereiche detektierbar. Zusétzlich wurde das Lebergewicht von CB17 SCID Ma&usen bestimmt
(Abbildung 3.9, D). Das Lebergewicht stieg tendenziell von 1035 + 111,7 mg in PBS-behandelten auf
1162 + 166,8 mg in infizierten Mausen an (p = 0,1151).
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Abbildung 3.9: R. typhi-infizierte CB17 SCID Maéiuse entwickeln einem schweren Leberschaden.
CB17 SCID Méuse wurden s.c. in die Schwanzwurzel mit 1x10® R. typhi infiziert. (A) Gezeigt ist eine repriisentati-
ve Fotografie der Leber einer R. typhi-infizierten Maus an Tag 17 nach Infektion. (B) Die GPT-Werte wurden im Serum
von BALB/c (weiffe Symbole, n = 6-8) und CB17 SCID Méiusen (schwarze Symbole, n = 6-8) zu den genannten Zeit-
punkten (links) sowie in CB17 SCID Mé&usen zum Todeszeitpunkt von R. typhi-infizierten (schwarze Symbole, n = 11)
im Vergleich zu PBS-behandelten Mausen (weiffe Symbole, n = 10) (rechts) ermittelt. Gezeigt sind Daten zweier unab-
hangiger Experimente. Die statistische Analyse erfolgte mittels Kruskal- Wallis- Test und anschlieffendem Dunns Posttest
(links, ns) bzw. mittels Mann- Whitney- U- Test nach D’Agostino und Pearson omnibus Test auf Normalverteilung (rechts,
*¥*¥% p < 0,001). (C) Reprasentative Aufnahmen histologischer Schnitte der Leber wurden mit 40-facher Vergroferung
aufgenommen. Die Farbung der Leberschnitte R. typhi-infizierter Mause erfolgte zu den genannten Zeitpunkten mit HE.
Schwarze Pfeile deuten auf zelluldre Infiltrate hin. Ab Tag 14 waren die ersten nekrotischen Verdnderungen erkennbar
(roter Pfeil). (D) Das Lebergewicht von PBS-behandelten (weife Symbole n = 10) und R. typhi-infizierten (schwarze
Symbole, n = 11) M&usen wurde zum Zeitpunkt des Todes ermittelt. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von zwei un-
abhingigen Experimenten. Die statistische Analyse erfolgte mittels Mann- Whitney-U-Test und Zweistichproben-t-Test
nach D’Agostino und Pearson omnibus Test auf Normalverteilung (ns).

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass CB17 SCID Ma&use infolge einer R. typhi-Infektion einen
schweren Leberschaden entwickeln, der sowohl makroskopisch als auch mikroskopisch nachweisbar ist.
Eine Schidigung der Leberzellen zeigte sich dariiber hinaus auch in einem signifikanten Anstieg der

Serum-GPT-Konzentration.
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3.2 Immunantwort gegen R. typhi in BALB/c und CB17 SCID

Mausen

3.2.1 R. typhi-infizierte CB17 SCID Mause entwickeln eine starke systemische
Inflammation

Um erste Hinweise auf die Inmunantwort nach R. typhi-Infektion in den Mausen des BALB/c Stammes
zu erhalten, wurde zunéchst die systemische Zytokinproduktion in BALB/c sowie CB17 SCID Mé&usen
bestimmt. Hierfiir wurde an Tag 3, 7 und 15 von R. typhi-infizierten sowie von PBS-behandelten Miu-
sen (Tag 0) die Zytokinfreisetzung im Plasma mittels LEGENDplez Assay ermittelt (Abbildung 3.10).
Wie zuvor in Mausen des C57BL/6 Stammes beobachtet, zeigten BALB/c Mause bereits an Tag 3
Hochstwerte von IFNvy (190,6+ 70,2 pg/ml). Dariiber hinaus waren in BALB/c Mé&usen signifikant
erhohte Mengen von IL-6 (17,7 + 7,0 pg/ml) und MCP-1 (196,8 + 80,7 pg/ml) zu diesem Zeitpunkt
messbar. Diese Zytokine waren an Tag 7 bereits wieder auf das Ausgangsniveau abgesunken. Ein An-
stieg der TNFa- und auch IL12-p70-Sekretion konnte zu keinem Zeitpunkt wiahrend der Infektion in
BALB/c Méusen detektiert werden. IFN+ dominierte das Zytokinprofil sowohl in BALB/c als auch
CB17 SCID Mé4usen. Im Gegensatz zu BALB/c Mausen war ein steter Anstieg der IFN~-Produktion
in CB17 SCID M4&usen iiber den Infektionsverlauf detektierbar und erreichte den Hoéchstwert an Tag
15 kurz vor dem Tod (1034,1 + 179,5 pg/ml). Dariiber hinaus konnten signifikant hohe Mengen von
IL-12p70 (14,7 £+ 2,5), IL-6 (216,8 + 105,0), TNFa (48,1 + 6,7 pg/ml) und MCP-1 (159,9 + 242)
an Tag 15 gemessen werden. Die Konzentration von GM-CSF war in keinem der beiden Mausstdmme
erhoht.
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Abbildung 3.10: CB17 SCID Maiuse entwickeln eine starke systemische Inflammation wihrend einer
R. typhi-Infektion. BALB/c (weife Symbole, n = 5-8) und CB17 SCID Miuse (schwarze Symbole, n = 5-8) wurden mit
1x10% R. typhi s.c. in die Schwanzwurzel infiziert. Die systemische Zytokinproduktion wurde mittels LEGENDplez Assay
im Plasma der Méuse zu den angegebenen Zeitpunkten bestimmt. Gezeigt sind Daten zweier unabhingiger Experimente.
Fiir die statistische Auswertung wurden die Zytokinkonzentrationen mittels Kruskal-Wallis-Test und anschliefendem
Dunns Posttest analysiert (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001).

3.2.2 Die Splenomegalie ist auf die Akkumulation von Monozyten/Makrophagen und
Neutrophilen zuriickzufiihren

Die in CB17 SCID Maiusen beobachtete Splenomegalie deutet auf eine starke Immunantwort als
Reaktion auf die Infektion mit R. typhi in diesen Méausen hin. Um die Zellpopulationen zu iden-
tifizieren, die fiir die Entwicklung der Splenomegalie verantwortlich sind, wurde die Zellkompositi-
on in der Milz iiber den Infektionsverlauf an Tag 3, 7 und 15 mittels Durchflusszytometrie analy-
siert. Als Kontrollgruppe dienten PBS-behandelte CB17 SCID Mé&use (Tag 0). Abbildung 3.11, A
zeigt exemplarisch die durchflusszytometrische Analyse von BALB/c und CB17 SCID Milzzellen. Die
Firbung der Oberflichenmolekiile CD11b und GR1 erlaubt die Differenzierung zwischen CD11b™"
GRI1Medrie Monozyten/Makrophagen und CD11b™ GR1" Neutrophilen [133]. Die Infektion von
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BALB/c Méusen fiihrte zu keinem Anstieg der Monozyten/Makrophagen tiber den Infektionsverlauf
(Abbildung 3.11, B). Hingegen zeigten diese Miuse tendenziell eine Zunahme der Neutrophilen bis Tag
3 von 7,22x10° auf 1,73x10¢ . Im Gegensatz dazu wiesen CB17 SCID Méuse einen signifikanten Anstieg
der Monozyten/Makrophagen (p = 0,0024) und Neutrophilen (p = 0,0039) bis Tag 15 auf. Monozy-
ten/Makrophagen nahmen dabei iiber den Verlauf der Infektion um etwa das 33-fache von 2,5x10° auf
8,2x10% zu. Ein noch stirkerer Anstieg wurde fiir die Neutrophilen beobachtet. Diese Zellen wiesen
einen Anstieg um das etwa 53-fache von 1,18x10° auf 6,74x10° auf. Zum Todeszeitpunkt der Miu-
se wurde zusétzlich die Frequenz von Monozyten/Makrophagen sowie Neutrophilen in der Milz von
CB17 SCID Méiusen analysiert (Abbildung 3.11, C). Der Anteil von Monozyten/Makrophagen stieg
dabei signifikant von 12,1 + 1,1 % in PBS-behandelten Méausen auf 27,6 + 4,3 % in R. typhi-infizierten
Méusen (p = 0,0034). Auch die Frequenz der Neutrophilen stieg deutlich, wenn auch nicht signifikant,
von 9.5 + 1,9 % auf 15,4 £ 2,5 % (p = 0,0776) an.
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Abbildung 3.11: Die Entwicklung der Splenomegalie in CB17 SCID Maéiusen wird durch eine Akkumula-
tion von Monozyten/Makrophagen und Neutrophilen verursacht. Die Infektion von BALB/c und CB17 SCID
Miusen erfolgte mit 1x10® Bakterien s.c. in die Schwanzwurzel. (A) Gezeigt sind reprisentative Aufnahmen durchfluss-
zytometrischer Analysen von Milzzellen einer PBS-behandelten (links) sowie einer R. typhi-infizierten Maus an Tag 15
nach Infektion (rechts) nach Fiarbung mit einem CD11b-PerCP-Cy5.5 (x-Achse) und GR1-APC AK (y-Achse). CD11b™
GR1"°°" Neutrophile (rot) werden von CD11b" GR1™°%"'8 Monozyten/Makrophagen (orange) unterschieden. (B) Dar-
gestellt sind absolute Zahlen CD11b" GR1™°%"%® Monozyten/Makrophagen (links) sowie CD11b" GR1"*“" Neutrophilen
(rechts) zu den gezeigten Zeitpunkten in der Milz von BALB/c (weie Symbole, n = 5-7) und CB17 SCID M&usen (schwar-
ze Symbole, n = 5-6). Daten wurden aus zwei voneinander unabhingigen Experimenten ermittelt und sind als Mittelwerte
+ SEM gezeigt. Die statistische Analyse erfolgte mittels Kruskal- Wallis- Test und anschliefendem Dunns Posttest (** p <
0,01) (C) Zum Zeitpunkt des Todes wurden die prozentualen Anteile von CD11b* GR1%°d8 Monozyten/Makrophagen
(links) sowie CD11b" GR1"°® Neutrophilen (rechts) in der Milz von PBS-behandelten (weifie Symbole, n = 10) und R.
typhi-infizierten (schwarze Symbole, n = 11) CB17 SCID Mé&usen ermittelt. Gezeigt sind die Daten einzelner Méuse sowie
Mittelwerte + SEM von zwei unabhéngigen Experimenten. Die statistische Analyse wurde mittels Zweistichproben-t-Test
nach D’Agostino und Pearson omnibus Test auf Normalverteilung durchgefithrt (** p < 0,01).

Zusammentassend zeigen diese Ergebnisse, dass die Splenomegalie hauptsdchlich durch die Akkumula-
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tion von Monozyten/Makrophagen sowie Neutrophilen verursacht wird.

3.2.3 Monozyten/Makrophagen und Neutrophile infiltrieren die Leber

In der histologischen Analyse von Lebern R. typhi-infizierter CB17 SCID M#use wurden zellulére In-
filtrate beobachtet (Abbildung 3.9, C). Um die Infiltration von Immunzellen in die Leber genauer zu
untersuchen, wurde deren Anzahl in der Leber von CB17 SCID Méusen bestimmt (Abbildung 3.12, A).
Dabei wiesen die Lebern infizierter CB17 SCID Ma&use eine signifikant erhohte Zahl an Immunzellen
auf, die durchschnittlich um das 54-fache auf 2,275x107(p = 0,0197) anstieg. Im Folgenden sollte eine
Analyse der zelluldren Komposition Aufschluss dariiber geben, welche Zellen in die Leber infiltrieren.
Hierfiir wurden Immunzellen in der Leber von PBS-behandelten und R. typhi-infizierten CB17 SCID
Mausen durchflusszytometrisch analysiert. Die Zellen wurden zum Todeszeitpunkt isoliert und mit
einem fluoreszenzmarkierten CD11b sowie GR1 (Ly-6G und Ly-6C) AK analog der Milzzellanalyse
(Abbildung 3.11, A unten) gefirbt, um die Monozyten /Makrophagen (CD11b* GR1 ™€d'8) yon Neu-
trophilen (CD11b* GR1P°h) zu differenzieren. Gegeniiber PBS-behandelten CB17 SCID Miusen (5,9
+ 1,2 %) stieg die Anzahl von Monozyten/Makrophagen in infizierten M#usen (12,6 + 2,5 %) signi-
fikant an (p = 0,0265) (Abbildung 3.12, B links). Eine noch stérkere Zunahme war bei Neutrophilen
zu finden. Die Frequenz dieser Zellen nahm von 3,7 + 0,8 % auf 16,9 + 2.4 % infolge der R. typhi-
Infektion signifikant zu (p < 0,0001) (Abbildung 3.12, B rechts). Diese Beobachtungen wurde durch
HE-Farbung histologischer Leberschnitte infizierter CB17 SCID Mause bestatigt (Abbildung 3.12, C).
Es sind deutlich infiltrierende polymorphnukledre Zellen im Lebergewebe an Tag 15 nach Infektion zu

erkennen.
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Abbildung 3.12: Die Leber von R. typhi-infizierten CB17 SCID Maéiusen wird von Monozy-
ten/Makrophagen und Neutrophilen infiltriert. CB17 SCID Miuse wurden mit 1x10° Bakterien s.c. in die Schwan-
zwurzel infiziert. (A) Die Anzahl an Immunzellen in der Leber von PBS-behandelten (weiffe Symbole n =10) und R.
typhi-inzierten (schwarze Symbole, n = 11) Mausen wurde zum Zeitpunkt des Todes ermittelt. Gezeigt sind die Mit-
telwerte = SEM von zwei unabhingigen Experimenten. Die statistische Analyse erfolgte mittels Zweistichproben-t-Test
nach D’Agostino und Pearson omnibus Test auf Normalverteilung (* p < 0,05 ). (B) Zum Zeitpunkt des Todes wurden
die prozentualen Anteile von CD11b" GR1™°%"¢ Monozyten/Makrophagen (links) sowie CD11b" GR1"*" Neutrophilen
(rechts) in der Leber von PBS-behandelten (weife Symbole, n = 10) und R. typhi-infizierten (schwarze Symbole, n = 11)
Maéusen mittels Durchflusszytometrie ermittelt. Dargestellt sind die Daten einzelner M&use sowie Mittelwerte == SEM von
zwei unabhingigen Experimenten. Die statistische Analyse erfolgte mittels Mann- Whitney-U-Test (links, * p < 0,05)
und Zweistichproben-t-Test nach D’Agostino und Pearson omnibus Test auf Normalverteilung (rechts, *** p < 0,001).
(C) Dargestellt ist eine repriasentative Aufnahme eines histologischen Schnittes der Leber einer R. typhi-infizierten Maus
bei 40-facher Vergroferung. Die Farbung des Leberpréparats erfolgte mit HE an Tag 15 nach Infektion.

Diese Ergebnisse zeigen, dass sowohl Monozyten/Makrophagen als auch Neutrophile die Leber R. typhi-
infizierter CB17 SCID Mause infiltrieren.

3.3 Funktionelle Charakterisierung von Monozyten/Makrophagen und
Neutrophilen in CB17 SCID Mausen

In der vorliegenden Arbeit wurde bereits gezeigt, dass sowohl Makrophagen als auch Neutrophile an
der Entwicklung einer Splenomegalie (Kapitel 3.2.2) in CB17 SCID Mé&usen beteiligt sind sowie deren
Leber infiltrieren (Kapitel 3.2.3). Im Folgenden sollte die Funktion dieser beiden Zellpopulationen
wahrend einer R. typhi-Infektion ndher untersucht werden. Sowohl Makrophagen als auch Neutrophile
gehoren zu den Phagozyten und bilden als Teil der angeborenen Immunantwort eine erste Barriere
gegen eindringende Bakterien. Um die Funktion von Makrophagen und Neutrophilen wahrend einer

R. typhi-Infektion in CB17 SCID Mé&usen ndher zu charakterisieren, wurden Milz- und Leberzellen
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im Folgenden zum einen auf die Phagozytose von R. typhi und zum anderen auf Aktivierung wie die

Freisetzung bakterizider Substanzen wie NO und ROS sowie Zytokinen untersucht.

3.3.1 Monozyten/Makrophagen und Neutrophile nehmen R. typhi in vivo auf

Um die Aufnahme von R. typhi durch Monozyten/Makrophagen und Neutrophile zu untersuchen,
wurden Milz-und Leberzellen PBS-behandelter und R. typhi-infizierter CB17 SCID Mé&use am Todestag
mit fluoreszenzmarkierten CD11b und GR1 AK gefirbt, um Neutrophile von Monozyten /Makrophagen
zu differenzieren [133]. Zusétzlich erfolgte die Férbung mit einem R. typhi-spezifischen monoklonalen
AK (anti-R. typhi #BNITM). Abbildung 3.13, A zeigt eine exemplarische Farbung von CD11b™ Milz-
und Leberzellen mit einem anti-GR1 und anti-R. typhi AK. Es wurde auf diese Weise die Frequenz
R. typhi™ Monozyten/Makrophagen und Neutrophiler in der Milz und Leber ermittelt (Abbildung 3.13,
B und C). Die Aufnahme von R. typhi konnte in CD11b™ GR1™¢d8 Monozyten/Makrophagen sowohl
in der Milz als auch in der Leber nachgewiesen werden (Abbildung 3.13, B). Der prozentuale Anteil
der R. typhi® Monozyten/Makrophagen lag in der Milz bei 9,0 + 1,2 % und in der Leber bei 2,1 +
0,7 %. Damit war die Frequenz der R. typhi™ Monozyten/Makrophagen in der Milz deutlich hoher
als in der Leber. Ein dhnliches Bild zeigte sich fiir die Phagozytose von R. typhi durch CD11b*
GR1M®Neutrophile (Abbildung 3.13, C). Sowohl in Neutrophilen der Milz als auch der Leber war
R. typhi nachweisbar. Die Frequenz R. typhi™ Neutrophiler in der Milz war mit 11,8 & 1,9 % hdher
als die in der Leber, welche bei 2,1 + 0,5 % lag.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass R. typhi sowohl von Monozyten/Makrophagen als auch

Neutrophilen in den betroffenen Organen aufgenommen wird.
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Abbildung 3.13: Makrophagen und Neutrophile in der Milz und Leber phagozytieren R. typhi in wvi-
vo. CB17 SCID Miuse wurden mit 1x10® Bakterien s.c. in die Schwanzwurzel infiziert und Milz- sowie Leberzellen
durchflusszytometrisch zum Todeszeitpunkt analysiert. Kontrollmduse wurden mit PBS behandelt. (A) Gezeigt sind
repriasentative Aufnahmen durchflusszytometrischer Analysen von CD11b-positiven Milz- und Leberzellen einer PBS-
behandelten (links) sowie einer R. typhi-infizierten (rechts) Maus nach Farbung mit einem anti-R. typhi (x-Achse) und
GR1 AK (y-Achse). (B) Die Diagramme fassen die Frequenz R .typhi™ CD11b™ GR1™°%™8 Monozyten/Makrophagen
in der Milz (links) und Leber (rechts) zusammen. (C) Gezeigt ist der prozentuale Anteil R. typhi”™ CD11b" GR1"®
Neutrophiler in der Milz (links) und Leber (rechts). Die Mittelwerte + SEM zweier unabhingiger Experimente von
PBS-behandelten (n = 10) und R. typhi-infizierten (n = 11) M#usen sind dargestellt.

3.3.2 Monozyten/Makrophagen und Neutrophile zeigen einen aktivierten Phinotyp

Neben der Phagozytose werden Monozyten/Makrophagen und Neutrophile durch den Kontakt mit
eindringenden Erregern aktiviert. Deshalb wurde im Folgenden der antibakterielle Aktivierungssta-
tus von Monozyten/Makrophagen und Neutrophilen wihrend der R. {yphi-Infektion genauer cha-
rakterisiert. Zunéchst erfolgte eine Analyse der ROS-Produktion. Blutzellen PBS-behandelter und
R. typhi-infizierter Mause wurden zum Zeitpunkt des Todes mit fluoreszenzmarkierten CD11b, Ly-
6C und Ly-6G AK inkubiert, um CD11b" Ly6C*/~ Ly-6G" Monozyten, Makrophagen von CD11b™*
Ly-6G™ Neutrophilen zu differenzieren. Folgend wurden die Zellen mit Dihydrorhodamin (DHR) inku-
biert, welches in der Anwesenheit von ROS zu Rhodamin oxidiert wird und durchflusszytometrisch als
Rhodamin messbar ist. Abbildung 3.14, A zeigt exemplarisch die durchflusszytometrische Analyse der
ROS-Freisetzung von Monozyten/Makrophagen sowie Neutrophilen. Zum Todeszeitpunkt der Mause
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setzten 9,0 £ 1,6 % der untersuchten Monozyten/Makrophagen im Blut ROS frei und zeigten damit
einen aktivierten Phianotyp (Abbildung 3.14, B links). Der prozentuale Anteil ROS-freisetzender Neu-
trophile im Blut war im Vergleich geringer (Abbildung 3.14, B rechts). 4,5 + 1,2 % der Neutrophilen

infizierter M&use wiesen einen aktivierten Phinotyp auf und produzierten ROS .
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Abbildung 3.14: Monozyten/Makrophagen und Neutrophile im Blut setzen ROS nach R. typhi-Infektion
frei. CB17 SCID Miuse wurden mit 1x10® Bakterien s.c. in die Schwanzwurzel infiziert und Blutzellen durchfluss-
zytometrisch zum Todeszeitpunkt analysiert. (A) Aufnahmen reprisentativer durchflusszytometrischer Analysen von
CD11b" Ly-6C*/" Ly-6G* Monozyten/Makrophagen (oben) und CD11b" Ly-6G* Neutrophilen (unten) einer PBS-
behandelten (links) sowie einer R. typhi-infizierten (rechts) Maus nach Farbung mit Dihydrorhodamin (x-Achse) sind
gezeigt. (B) Die Diagramme stellen die Frequenz ROS-positiver CD11b* Ly-6C*/~ Ly-6G™ Monozyten/Makrophagen
(links) und CD11b" Ly-6G™ Neutrophilen (rechts) von PBS-behandelten (n = 10) und R. typhi-infizierten (n = 11)
Mausen zum Zeitpunkt des Todes dar. Gezeigt sind die Mittelwerte = SEM zweier unabhéngiger Experimente .

Der antibakterielle Aktivierungsstatus der Monozyten/Makrophagen und Neutrophilen wurde zudem
in der Milz und Leber anhand der iNOS-Expression iiberpriift. Hierfiir wurde die Expression von iNOS
innerhalb der Zellen durchflusszytometrisch zum Zeitpunkt des Todes der Méause analysiert. Zunéchst
erfolgte die Farbung der Zellen mit fluoreszenzmarkierten AK gegen die Oberflichenmolekiile CD11b
und GR1, um CD11b* GR1Medre Monozyten/Makrophagen von CD11b™ GR1MNeutrophilen zu un-
terscheiden [133]. Zusétzlich wurden die Zellen intrazellulér mit einem fluoreszenzmarkierten iNOS AK
gefiirbt. Abbildung 3.15, A zeigt exemplarisch eine solche Firbung von CD11b* Milz- und Leberzel-
len. Monozyten/Makrophagen sowohl in der Milz als auch der Leber exprimierten iNOS nach Infektion
(Abbildung 3.15, B). In der Milz stieg der prozentuale Anteil iNOS* Monozyten/Makrophagen auf
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31,5 + 6,2 % gegeniiber PBS-behandelten Kontrollmausen (0,8 + 0,2 %) an. In der Leber war der
Anstieg der Frequenz iNOST Monozyten/Makrophagen im Vergleich geringer, lag aber dennoch bei
11,1 + 2,9 % in R. typhi-infizierten Méausen. Die iNOS Expression der Neutrophilen sowohl in der Milz
als auch der Leber in Folge einer R. typhi-Infektion war ebenfalls gesteigert. In der Milz exprimierten
2,4 £ 0,2 % und in der Leber von 1,3 £ 0,5 % der Neutrophilen iNOS™ .
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Abbildung 3.15: Monozyten/Makrophagen und Neutrophile in der Milz und Leber exprimieren iNOS
nach R. typhi-Infektion. Die Infektion von CB17 SCID Miuse erfolgte mit 1x10° Bakterien s.c. in die Schwanzwur-
zel. Kontrollmiuse wurden mit PBS behandelt. Zum Zeitpunkt des Todes wurden Milz- sowie Leberzellen durchfluss-
zytometrisch analysiert. (A) Gezeigt sind reprisentative Aufnahmen durchflusszytometrischer Analysen von CD11b™"
Milz- und Leberzellen einer PBS-behandelten sowie einer R. typhi-infizierten (rechts) Maus nach Farbung mit einem
iNOS- (x-Achse) und GR1-AK (y-Achse). (B) Dargestellt ist der prozentuale Anteil iNOST CD11b* GR1%¢%& Mono-
zyten/Makrophagen in der Milz (links) und Leber (rechts). (C) Die Diagramme fassen die Frequenz iNOS™ CD11b™"
GR1" Neutrophiler in der Milz (links) und Leber (rechts) zusammen. Die Graphen zeigen die Mittelwerte + SEM
zweier unabhéngiger Experimente von PBS-behandelten (n = 10) und R. typhi-infizierten (n = 11) Méausen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass sowohl Monozyten/Makrophagen als auch Neutrophile nicht nur R. typhi

phagozytieren, sondern auch einen aktivierten antibakteriellen Phinotyp aufweisen.
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3.3.3 Die Aktivierung von Monozyten/Makrophagen und Neutrophilen korreliert nicht
mit der Phagozytose der Bakterien

Abschliefsend sollte iiberpriift werden, ob die Phagozytose der Bakterien direkt mit der Aktivierung von
Monozyten /Makrophagen und Neutrophilen korreliert. Hierfiir wurden iNOS-exprimierende CD11b™"
GR1"ed"e Monozyten/Makrophagen und CD11bT GR1"P® Neutrophile auf den Gehalt an Bakterien
analysiert (Abbildung 3.16). Uberraschenderweise war die Frequenz der iNOS-Produzenten unter den
Makrophagen /Monozyten, die keine detektierbaren Bakterienmengen phagozytiert hatten, wesentlich
hoher als unter denen, die R. typhi beinhalteten. Dies war sowohl in der Milz (p < 0,0001) als auch
in der Leber (p = 0,0001) zu beobachten. In der Milz lag der prozentuale Anteil der R. typhi- iNOS™
Monozyten/Makrophagen bei 87,7 + 2,3 % und in der Leber bei 92,8 + 1,3 %, wihrend lediglich etwa
10 % der R. typhi™ Zellen iNOS exprimierten. Ein dhnliches Ergebnis, wenn auch weniger deutlich, war
ebenfalls fiir die Neutrophilen zu beobachten. Es zeigte sich, dass signifikant mehr iNOS-exprimierende
Neutrophile keine Bakterien phagozytiert hatten. In der Milz exprimierten 72,3 % + 4,1 % der Neu-
trophilen iNOS ohne R. typhi aufgenommen zu haben (p = 0,0001). In der Leber war der Anteil
von iNOS-Produzenten unter den R. typhi~ Zellen mit 64,4 % + 8,1 % ebenfalls signifikant hoher
(p = 0,0220) als unter denen, die R. typhi aufgenommen hatten.
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Abbildung 3.16: Monozyten/Makrophagen und Neutrophile zeigen unabhéngig von der bakteriellen Auf-
nahme einen aktivierten Phéinotyp. Die Infektion von CB17 SCID Miusen erfolgte mit 1x10® Bakterien s.c. in die
Schwanzwurzel. Zum Zeitpunkt des Todes wurden CD11b" GR1"¢"8 Monozyten/Makrophagen (A) sowie CD11b*
GR1"" Neutrophile (B) der Milz sowie der Leber durchflusszytometrisch analysiert und der prozentuale Anteil iNOS-
positiver Zellen unter den R. typhi-negativen (weiR) oder -positiven (schwarz) Zellen dargestellt. Gezeigt sind die Mit-
telwerte = SEM zweier unabhéngiger Experimente von R. typhi-infizierten (n = 10-11) Mausen. Die statistische Analyse
wurde mittels Zweistichproben-t-Test nach D’Agostino und Pearson omnibus Test auf Normalverteilung durchgefiihrt
(* p < 0,05, ¥** p < 0,001).

Diese Ergebnisse zeigen zusammenfassend, dass sowohl Makrophagen als auch Neutrophile nach R. ty-
phi-Infektion in CB17 SCID Mé&usen das Pathogen in der Milz und der Leber phagozytieren. Dariiber
hinaus weisen diese Zellen einen aktivierten antibakteriellen Phanotyp auf. Dieser ist im Blut durch die
Freisetzung von ROS und in der Milz sowie der Leber durch die Expression von iNOS charakterisiert.
Uberraschenderweise korreliert die Aktivierung dieser Zellen jedoch nicht mit der Phagozytose von

R. typhi, sondern tritt hauptsichlich unabhéngig von dieser auf.
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3.3.4 Makrophagen reagieren in vitro nicht auf eine R. typhi-Infektion

Im vorrangegangen Abschnitt dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Aktivierung der Monozyten /Makro-
phagen in vivo iiberraschenderweise nicht mit der Aufnahme der Bakterien korreliert. Dies kénnte ein
Hinweis darauf sein, dass R. typhi von diesen Zellen nicht in klassischer Weise erkannt wird. In der
Regel werden Makrophagen neben der Phagozytose iiber PRRs wie TLR aktiviert. TLR4 bspw. er-
kennt LPS, als Zellwandbestandteil Gram-negativer Bakterien. Die Erkennung von Pathogenen durch
diese Rezeptoren induziert die Aktivierung der Zelle und direkt die Expression proinflammatorischer
Zytokine wie IFN~v, IL-6 und TNFa sowie von iNOS, MHCI und MHCII. Aus diesem Grund wur-
de iiberpriift, ob Makrophagen direkt mit einer Aktivierung auf R. typhi reagieren. Hierfiir wurden
BALB/c Knochenmarksmakrophagen mit R. typhi in vitro infiziert. Als Kontrolle wurden die Zellen
entweder mit Medium oder LPS inkubiert. Zunéchst wurde iiberpriift, ob Knochenmarksmakrophagen
R. typhi phagozytieren. Hierfiir wurden die Bakterien mittels Immunfluoreszenz und durchflusszytome-
trisch mit Hilfe eines spezifischen R. typhi AK detektiert sowie mittels PrsA realtime PCR bestimmt
(Abbildung 3.17). Aus dem Knochenmark generierte Makrophagen phagozytierten R. typhi. In der
Immunfluoreszenz ist R. typhi deutlich in Form hell-leuchtender griiner Punkte zu erkennen (Abbil-
dung 3.17, A unten). Diese waren weder in nicht-infizierten Kontrollzellen noch in infizierten Zellen,
die mit einem Isotyp AK gefarbt wurden, nachweisbar. Dariiber hinaus waren im Durchflusszytome-
ter nach 24 Stunden ca. 11 % der Zellen positiv fiir R. typhi. Die Analyse der Bakterienlast nach 24
Stunden mittels realtime PCR ergab, dass durchschnittlich 1,3 + 0,3 Kopien pro Zelle nach Infektion
mit 5 Bakterien und 8,1 + 1.4 Kopien pro Zelle nach Infektion mit 25 Bakterien pro Zelle nachweisbar

waren.

Diese Ergebnisse zeigen, dass R. typht von Makrophagen in vitro phagozytiert wird. Es belegt zudem,
dass eine hinreichend hohe Anzahl der Zellen Kontakt mit dem Erreger hatte, um weitere Analysen

zur Aktivierung der Zellen durchzufiihren.
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Abbildung 3.17: Bestimmung der Bakterienlast nach in wvitro Infektion von Knochenmarksmakropha-
gen. Die Infektion von je 5x10°BALB/c Knochenmarksmakrophagen erfolgte mit unterschiedlichen Konzentrationen
von Bakterien (5 und 25 Kopien/Zelle). Kontrollzellen wurden entweder mit Medium oder LPS (0,5pg/ml) inkubiert.
(A) Immunfloureszenzaufnahmen wurden 48 Stunden nach Infektion mit 25 Kopien/Zelle bei 40-facher Vergroferung
erstellt. Die Farbung der Zellkerne erfolgte mit DAPI (blau). R. typhi wurde mit einem anti-R. typhi AK (#BNITM)
sowie anti-Maus IgG3-FITC AK (griin) gefarbt. Als Isotypkontrolle wurde ein Maus IgG3 AK verwendet. (B) Gezeigt ist
eine reprisentative durchflusszytometrische Analyse der Makrophagen nach 24 Stunden Inkubation mit Medium (links)
und 25 R. typhi pro Zelle (rechts). Die Zellen wurden zur Uberpriifung der Infektion mit anti-R. typhi-AK (#BNITM)
gefarbt. (C) Die Bakterienlast in den Makrophagen wurde zusétzlich mittels PrsA real-time PCR ermittelt. Kontroll-
zellen wurden mit Medium inkubiert. Dargestellt sind die Daten von Makrophagen einzelner Mause als Mittwerte von
Duplikaten + SEM.

Folgend wurde der Aktivierungsstatus der Zellen analysiert. Hierfiir wurde die Expression der Ober-
flichenmolekiile MHCI und CD86 sowie die Freisetzung der Zytokine 11.-6, IL-12 und TNF« in den
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Uberstand der Zellen gemessen. CDS80 ist neben CD86 ein wichtiges kostimulatorisches Molekiil, wel-
ches als Reaktion auf LPS {iber TLR-4 exprimiert wird. Zusammen mit mikrobiellen Ag, die iiber
MHCI und MHCII auf Makrophagen présentiert werden, sind diese essentiell fiir die Induktion der
adaptiven Immunantwort. Die Stimulation der Makrophagen mit LPS fithrte erwartungsgeméfs zu ei-
ner signifikant gesteigerten Expression von MHCI (p < 0,05) und CD80 (p <0,05) auf den Zellen.
Dagegen war sowohl die Expression von MHCT als auch CD80 unabhéngig von der bakteriellen Kon-
zentration in R. typhi-infizierten Makrophagen nicht erhtht. Die Analyse der Zytokinfreisetzung im
Uberstand der Makrophagen nach 24 Stunden ergab ein dhnliches Bild. Nach Stimulation mit LPS
waren die Konzentrationen von IL-6 (p < 0,001), IL-12 (p < 0,001) und TNFa (p < 0,001) signi-
fikant erhoht. Der Kontakt der Makrophagen mit R. typhi flihrte dagegen nicht zu der Freisetzung
messbarer Zytokinkonzentrationen. Dariiber hinaus erfolgte die Detektion von NO im Uberstand sowie
der Expressionsnachweis von iNOS als Indikator fiir die antibakterielle Aktivitat der Makrophagen. So-
wohl die Expression von iNOS (p < 0,001) in den Zellen nach 24 Stunden als auch die Konzentration
von NO (p < 0,001) im Uberstand der Zellen nach 48 Stunden war nach LPS-Stimulation signifikant
erh6ht. Die Inkubation von R. typhi mit Makrophagen fiihrte, im Gegensatz zu der Stimulation mit

LPS, nicht zu einer Expression von iNOS und einer Freisetzung von NO.
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Abbildung 3.18: Makrophagen zeigen nach in vitro-Infektion mit R. typhi keinen aktivierten Phénotyp.
Die Infektion der Zellen erfolgte mit unterschiedlichen Mengen von R. typhi (5, 10 und 25 Kopien/Zelle) (schwarze
Quadrate). Kontrollzellen wurden entweder mit Medium (weike Kreise) oder LPS (0,5pg/ml, schwarze Kreise) inku-
biert. Gezeigt ist die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) von Makrophagen nach durchflusszytometrischer Farbung von
MHCT und CD86 (A) sowie iNOS (C). Uberstinde infizierter Makrophagen wurden auf Freisetzung von IL-6, TL-12,
TNFa mittels ELISA (B) und NO mittels Griess-Reaktion (C) analysiert. Jeder Punkt symbolisiert den Messwert von
50.000 Makrophagen einer Maus gemessen in Duplikaten. Dargestellt sind Daten aus zwei voneinander unabhéngigen
Experimenten als Mittelwert + SEM. Die statistische Analyse erfolgte mit Hilfe der One way ANOVA (A und B, ***
p < 0,001) mit anschlieRendem Tukey “s multifaktoriellem Vergleichstest (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001) oder
Kruskal-Wallis-Test (C, *** p < 0,001) und anschliefRendem Dunns Posttest (*** p < 0,001) .

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass Knochenmarksmakrophagen in vitro R. typhi pha-
gozytieren. Die Gegenwart der Bakterien fiihrt jedoch nicht zu einer Aktivierung der Zellen und der
Induktion antibakterieller Mechanismen. Demnach erkennen Makrophagen R. typhi nicht auf klassische
Weise tiber TLR.
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3.4 Die Rolle von Neutrophilen in der R. typhi-Infektion in CB17
SCID Mausen

In der vorliegenden Arbeit konnte bisher gezeigt werden, dass Monozyten/Makrophagen und Neu-
trophile die Immunantwort in der Milz dominieren. Beide Zellpopulationen infiltrierten ebenfalls die
Leber, die auffillige pathologische Verdnderungen zeigte. Dariiber hinaus wiesen sowohl Monozy-
ten/Makrophagen als auch Neutrophile einen aktivierten Phénotyp auf, der durch die Expression von
iNOS sowie der Freisetzung von NO und ROS gekennzeichnet war. Insbesondere Neutrophile haben in
der Leber eine essentielle Rolle in der Bekdmpfung eindringender Mikroorganismen, die iiber das Blut
in das Organ gelangen. Dabei kdnnen sie jedoch eine Reihe von Gewebeschéden in der Leber durch

Freisetzung antimikrobieller Substanzen wie ROS und NO verursachen [17, 28, 29].

Um zu kldren, ob einwandernde Neutrophile wihrend einer R. typhi-Infektion zum Leberschaden in der
CB17 SCID Maus beitragen, wurden diese Zellen mit einem Ly-6G AK depletiert. Abbildung 3.19, A
zeigt den zeitlichen Ablauf des Experiments. CB17 SCID M&use wurden hierfiir mit R. typhi infiziert.
Zusitzlich wurde in einem Rhythmus von 3 Tagen ab Tag 6 nach Infektion der Depletions-AK i.p. ap-
pliziert. Der Gesundheitszustand der Mause wurde mit einem klinischen Bewertungssystem beurteilt
und die Uberlebensrate bestimmt. Jeweils 1 Tag nach Depletion erfolgte eine durchflusszytometrische
Uberpriifung der Depletions-Effizienz des AK. 4 Mausgruppen wurden fiir dieses Experiment verwen-
det. Kontrollméuse wurden ebenfalls infiziert, erhielten aber einen Ratte IgG2a Isotyp AK. Als interne
Kontrollgruppen wurden CB17 SCID Méuse mit PBS behandelt und entweder PBS i.p. injiziert oder
der Depletions-AK appliziert, um einen Einfluss des AK auf den Infektionsverlauf auszuschlieffen.
Abbildung 3.19, B zeigt exemplarisch die durchflusszytometrische Uberpriifung der Depletion. Isotyp-
behandelte Mause wiesen an Tag 8 nach Infektion 81,3 % Neutrophile im Blut auf. Im Vergleich dazu
sank die Frequenz der Neutrophilen auf 0,55 % 1 Tag nach Depletion herab.
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Abbildung 3.19: Die Depletion der Neutrophilen in CB17 SCID M#iusen nach R. typhi-Infektion. (A) Ge-
zeigt ist der zeitliche Ablauf des Experiments. CB17 SCID Miuse wurden mit 1x10% R. typhi s.c. in die Schwanzwurzel
infiziert. Anschliefend erfolgte die Depletion der Neutrophilen alle 3 Tage beginnend mit Tag 6 nach Infektion bis zum To-
deszeitpunkt der Mause. Neutrophile wurden durch i.p. Injektion eines anti-Ly-6G AK depletiert. Kontrollmiuse wurden
entweder infiziert und erhielten einen Ratte IgG2a Isotyp AK, wurden mit PBS-behandelt und erhielten den anti-Ly-6G
AK oder wurden ausschlieflich mit PBS behandelt. Jeweils 1 Tag nach Behandlung wurde der Erfolg der Depletion
durchflusszytometrisch im Blut der M&use tiberpriift. (B) Dargestellt sind die Aufnahmen reprisentativer durchflusszy-
tometrischer Analysen von Blutzellen infizierter anti-Ly6G-behandelter und Isotyp-behandelter CB17 SCID Mause an
Tag 8 nach s.c. Infektion mit 1x10° R. typhi. Die Zellen wurden mit einem anti-CD11b- (x-Achse) und anti-Ly-6G-AK
(y-Achse) gefirbt.

3.4.1 Neutrophile sind fiir den Leberschaden in CB17 SCID Maiusen verantwortlich

Um den Einfluss der Neutrophil-Depletion auf den beobachteten Leberschaden in R. typhi-infizierten
CB17 SCID Mé&usen zu analysieren, wurden die Lebern der Mause untersucht sowie die GPT-Werte
zum Todespunkt bestimmt (Abbildung 3.20). Bereits bei der Sektion der Mause war makroskopisch
erkennbar, dass sich in Abwesenheit von Neutrophilen im Vergleich zu den Kontrollm&usen keine Ne-
krosen entwickelt hatten. Zudem war auch die Gallenblase klar. Dariiber hinaus wiesen anti-Ly-6G
behandelte Mause (17,1 &+ 4,1 U/L) gegeniiber nicht-infizierten Kontrollmé&usen (18,1 + 13,7 U/L) kei-
ne erhohten GPT-Werte auf (Abbildung 3.20, B). In infizierten Mausen, die mit Kontroll-AK behandelt
wurden, stiegen die GPT-Werte dagegen signifikant auf 99,4 + 24,3 U/L (p < 0,05) an.
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Abbildung 3.20: Die Depletion der Neutrophilen verhindert die Entwicklung eines Leberschadens. CB17
SCID M#use wurden s.c. in die Schwanzwurzel mit 1x10® R. typhi infiziert und anschliefend die Population der Neu-
trophilen mit einem anti-Ly-6G-AK depletiert. (A) Gezeigt ist eine reprisentative Fotografie der Leber einer Isotyp-
behandelten (links) sowie einer Neutrophil-depletierten (rechts) Maus. (B) Zum Zeitpunkt des Todes (Tag 14-22) wurden
GPT-Werte im Serum von infizierten und anti-Ly-6G-AK-behandelten (schwarze Vierecke), infizierten und Ratte IgG2a-
Isotypantikorper-behandelten (weifte Quadrate), sowie PBS- und anti-Ly-6G-AK- (schwarze Kreise) und ausschlieflich
PBS-behandelten (weife Kreise) Méusen ermittelt. Gezeigt sind Daten zweier unabhingiger Experimente (n = 8-9).
Die statistische Analyse wurde mittels Kruskal- Wallis-Test und anschlielendem Dunns Posttest nach D’Agostino und
Pearson omnibus Test auf Normalverteilung analysiert (* p < 0,05).

Zusétzlich wurde die Leber histologisch zum Zeitpunkt des Todes untersucht und Schnitte mit HE so-
wie AK gegen IBA1, einem Oberflaichenmarker auf Makrophagen, Ly-6G, iNOS als zelluldrer Aktivie-
rungsmarker und R. typhi gefarbt. Abbildung 3.21 zeigt serielle histologische Schnitte PBS-behandelter
(oben) und infizierter Isotyp-behandelter Kontrollmause (mitte) sowie infizierter und Neutrophil-deple-
tierter Mause (unten). Im Vergleich zu einer PBS-behandelten nicht-infizierten Maus wies das Leber-
gewebe einer Isoytp-behandelten infizierten Maus in der HE-Farbung eindeutig nekrotische Areale
und zellulire Infiltrate auf. Dabei waren sowohl Ly-6G™ Neutrophile als auch IBA1™ Makrophagen
nachweisbar. Im Gegensatz dazu waren Nekrosen in der Leber Neutrophil-depletierter M#use nicht
detektierbar. Allerdings waren auch hier zelluldre Infiltrate nachweisbar. Erwartungsgemif fanden
sich darunter keine Ly-6G "™ Neutrophilen, wihrend IBA1" Makrophagen ebenfalls homogen im Ge-
webe sowie in Foci verteilt vorlagen. Die iNOS-Expression war sowohl in Isotyp-behandelten als auch
Neutrophil-depletierten M&usen nachweisbar. R. typhi konnte sowohl in der Isotyp-behandelten als
auch Neutrophil-depletierten Maus detektiert werden. Die Bakterien lokalisierten dabei hauptséchlich

in Foci, die mit Arealen zelluldrer Infiltration kolokalisierten.
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Abbildung 3.21: Zellulére Infiltrationen in der Leber R. typhi-infizierter M&use in der Abwesenheit von
Neutrophilen. Gezeigt sind représentative histologische Schnitte der Lebern von CB17 SCID Mé&usen am Todestag.
CB17 SCID M3use wurden s.c. in die Schwanzwurzel mit 1x10® R. typhs infiziert und anschliefend die Subpopulation der
Neutrophilen alle 3 Tage ab Tag 6 nach Infektion mit einem anti-Ly-6G-AK depletiert (unten). Kontrollmiuse wurden
mit PBS behandelt (oben) oder erhielten nach R. typhi-Infektion einen Ratte IgG2a Isotyp-AK (Mitte). Die Farbung der
seriellen Schnitte erfolgte mit HE sowie mit AK gegen IBA1, iNOS, Ly-6G oder R. typhi. Die Gewebeschnitte wurden
bei 40-facher Vergroferung aufgenommen.

3.4.2 Die Depletion der Neutrophilen in CB17 SCID Mausen hat keinen Einfluss auf
die Bakterienlast und den todlichen Verlauf der Infektion

Uber einen Zeitraum von 22 Tagen wurden Neutrophil-depletierte CB17 SCID Miuse beobachtet und
der Krankheitsverlauf der Mause anhand einer klinischen Bewertung beurteilt (Abbildung 3.22). Beide
PBS-behandelten Kontrollgruppen zeigten iiber die Versuchsdauer zu keinem Zeitpunkt Krankheits-
symptome und iiberlebten die Behandlung. Ein Einfluss des Depletions-AK auf den Krankheitsver-
lauf in Neutrophil-depletierten Méusen kann deshalb ausgeschlossen werden. R. typhi-infizierte und
Isotyp-behandelte Mause entwickelten im Vergleich zu den Kontrollmé&usen eine schwere Erkrankung
beginnend mit Tag 7 und verstarben innerhalb von 14 bis 22 Tagen. Auch die R. typhi-infizierten und
Ly-6G-depletierten Miuse zeigten die ersten Krankheitssymptome innerhalb der ersten Woche nach
Infektion. Sie entwickelten ebenfalls eine schwere Erkrankung, die innerhalb von 3 Wochen zum Tod
der Miuse fithrte. Es zeigte sich dabei kein Unterschied im Krankheitsverlauf oder der Uberlebensrate
(p = 0,07778) zwischen den beiden Mausgruppen. Die Depletion der Neutrophilen verhindert demnach
nicht den Tod von R. typhi-infizierten CB17 SCID Mausen.
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Abbildung 3.22: Die Depletion der Neutrophilen hat keinen Einfluss auf den Krankheitsverlauf und
verhindert nicht den Tod von R. typhi-infizierten CB17 SCID Mé&usen. CB17 SCID M&use wurden s.c. in
die Schwanzwurzel mit 1x10® R. typhi infiziert. Die Depletion der Neutrophilen erfolgte durch i.p. Injektion eines anti-
Ly-6G AK (Schwarze Vierecke) alle 3 Tage beginnend mit Tag 6 nach Infektion bis zum Todeszeitpunkt der Mause.
Kontrollmiduse wurden entweder infiziert und erhielten einen Ratte IgG2a Isotyp AK (weife Quadrate), wurden mit
PBS-behandelt und erhielten anti-Ly-6G AK (schwarze Kreise) oder wurden ausschlieflich mit PBS behandelt (weife
Kreise). Fiir die Dauer des Experiments wurde im Rhythmus von 2-3 Tagen der Gesundheitszustand der Méuse mit
Hilfe eines klinischen Bewertungssystems (links) festgehalten und die Uberlebensrate (rechts) mittels Log-rank Test (ns
p = 0,07778) analysiert. Gezeigt sind die Daten als Mittelwerte= SEM von 2 unabhingigen Experimenten (n = 9-10).
Klinische Bewertung (1-10): gesund (0-4), moderat erkrankt (4-7) oder schwer erkrankt (8-10).

Um ein detaillierteres Bild iiber den Infektionsverlauf und den Beitrag der Neutrophilen an der Eliminie-
rung der Bakterien zu erhalten, wurde die Bakterienlast in Leber, Milz, Gehirn und Lunge Neutrophil-
depletierter Mause mittels R. typhi-spezifischer realtime-PCR quantifiziert (Abbildung 3.23). Obwohl
Neutrophile in vielen Infektionen eine wichtige Funktion bei der Eliminierung eindringender Patho-
gene einnehmen, wurden in keinem Organ signifikante Unterschiede in der Bakterienlast festgestellt.
Uberraschenderweise war diese sogar in Neutrophil-depletierten Miusen gegeniiber Miusen, die mit

Kontroll-AK behandelt wurden, in allen untersuchten Organen tendenziell verringert.

Dieses Ergebnis zeigt, dass Neutrophile bei der Eliminierung von R. typhi keine bedeutende Funktion
haben.
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Abbildung 3.23: R. typhi-infizierte CB17 SCID Mé&use zeigten keine veridnderte Bakterienlast nach
Neutrophil-Depletion. Die Bestimmung der Bakterienlast in verschiedenen Organen von R. typhi-infizierten und
Ratte IgG2a Isotyp-behandelten (weile Balken, n = 10) sowie R. typhi-infizierten und anti-Ly-6G-behandelten Mé&u-
sen (schwarze Balken, n = 10) erfolgte mittels prsA real-time PCR zum Todeszeitpunkt (Tag 14-22). Daten wurden in
Duplikaten von je einer Maus und in 20 ng Gewebe-DNS ermittelt. Dargestellt sind Mittelwerte = SEM von zwei unab-
héngigen Experimenten. Die statistische Analyse zwischen den Mausgruppen fiir die jeweiligen Organe erfolgte mittels
Mann- Whitney- U-Test nach D’Agostino und Pearson omnibus Test auf Normalverteilung (ns).

3.4.3 Die Depletion von Neutrophilen hat keinen Einfluss auf die systemische
Inflammation in CB17 SCID Mausen

In der vorliegenden Arbeit, wurde bisher gezeigt, dass infiltrierende Neutrophile fiir die Entwicklung
einer Lebernekrose in CB17 SCID M#&usen ursichlich sind, ihre Abwesenheit jedoch keinen Einfluss
auf den tddlichen Infektionsverlauf hat. Es sollte nun untersucht werden, welchen Einfluss die Neu-
trophilen bei der Entwicklung der systemischen Inflammation wihrend der R. typhi-Infektion haben.
Hierfiir wurde die Zytokinproduktion im Plasma der Mause zum Todeszeitpunkt mittels LEGEND-
plex Assays analysiert (Abbildung 3.24). Keines der untersuchten Zytokine (IFN+y, IL-12p70, IL-6,
TNFa als auch MCP-1) war zum Zeitpunkt des Todes in Neutrophil-depletierten Méausen gegeniiber
Isotyp-behandelten Mausen signifikant verédndert. Die Depletion der Neutrophilen hat demnach keinen

Einfluss auf die hohe systemische Zytokinproduktion.
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Abbildung 3.24: Die Depletion der Neutrophilen beeinflusst nicht die systemische Inflammation in CB17
SCID Miusen. CB17 SCID Miuse wurden s.c. in die Schwanzwurzel mit 1x10® R. typhi infiziert und anschliefend
Neutrophile depletiert. Folgende Mausgruppen wurden fiir das Experiment verwendet: Infizierte und anti-Ly-6G-AK-
(schwarze Vierecke), infizierte und Ratte IgG2a-Isotyp-AK-behandelte Méuse (weifie Quadrate), sowie PBS- und anti-Ly-
6G-AK- (schwarze Kreise) und ausschlieRlich PBS-behandelte (weife Kreise) Miause. Die systemische Zytokinproduktion
wurde mit Hilfe des bead-basiertem Immunoassays LEGENDpler im Plasma der Mause zum Zeitpunkt des Todes (Tag
14-22) bestimmt. Gezeigt sind Daten zweier unabhingiger Experimente (n = 8-9). Die statistischen Analysen wurden
mittels Kruskal- Wallis-Test und anschliefendem Dunns Posttest durchgefithrt (* p < 0,05, ** p < 0,01).

62



3 Ergebnisse

3.4.4 Die Abwesenheit von Neutrophilen wihrend der R. typhi-Infektion wird partiell
durch die Expansion von Makrophagen kompensiert

Es sollte schliefslich {iberpriift werden, ob die Abwesenheit der Neutrophilen durch andere Zellen, insbe-
sondere Monozyten/Makrophagen, kompensiert wird. Es wurde deshalb die zelluldre Komposition der
Milz nach Depletion der Neutrophilen untersucht. Abbildung 3.25, A zeigt die Milzen von R. typhi-
infizierten und Isotyp-beandelten bzw. Ly-6G-depletierten Mausen sowie Kontrollmiusen zum Zeit-
punkt des Todes. Sowohl Isotyp-behandelte als auch Neutrophil-depletierte M&use entwickelten im
Vergleich zu den Kontrollmiusen eine deutlich sichtbare Splenomegalie. Die Analyse der Milzzell-
zahl ergab eine signifikante Steigerung der Zellzahl sowohl in Isotyp-behandelten (p < 0,05) als auch
Neutrophil-depletierten (p < 0,05) Méusen im Vergleich zu nicht infizierten Kontrollmausen, deren
Neutrophile ebenfalls depletiert waren (Abbildung 3.25, B). Die durchflusszytometrische Analyse mit
fluoreszenzmarkierten CD11b und GR1 AK zeigte weiter, dass sowohl die Anzahl (Abbildung 3.25, C
links) als auch die Frequenz (Abbildung 3.25, D links) der CD11b*GR1™¢"%8 Monozyten/Makrophagen
in Isotyp-behandelten gegeniiber anti-Ly-6G-behandelten M&usen tendenziell erhéht war. Sowohl die
Anzahl als auch der prozentuale Anteil der Neutrophilen war in den anti-Ly-6G-behandelten gegeniiber
Isotyp-behnadelten M#usen verringert (Abbildung 3.25, C & D rechts). Diese Ergebnisse zeigen, dass
die Abwesenheit von Neutrophilen partiell durch Monozyten/Makrophagen kompensiert wird.
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Abbildung 3.25: Monozyten/Makrophagen kompensieren teilweise die Abwesenheit der Neutrophilen.
CB17 SCID Méuse wurden s.c. in die Schwanzwurzel mit 1x10® R. typhi infiziert und anschlieRend Neutrophilen mittels
anti-Ly-6G-AK depletiert. Folgende Mausgruppen wurden fiir das Experiment verwendet: Infizierte und anti-Ly-6G-
AK- (schwarze Vierecke), infizierte und Ratte IgG2a-Isotyp-AK-behandelte (weike Quadrate) Mause, sowie PBS- und
anti-Ly-6G-AK- (schwarze Kreise) und ausschlieflich PBS-behandelte (weifle Kreise) Mause. Analysen wurden zum To-
deszeitpunkt der infizierten Neutrophil-depletierten Miuse durchgefiihrt (Tag 14-22). (A) Dargestellt sind reprisentative
Fotografien der Milzen zweier Isotyp-behandelter (links) sowie zweier PBS-behandelter und dreier Neutrophil-depletierter
(rechts) Mause. (B) Gezeigt ist die Anzahl der Milzzellen. Daten wurden aus zwei voneinander unabhingigen Experi-
menten ermittelt und sind als Einzelwerte mit Mittelwert = SEM dargestellt. Die statistischen Analysen wurden mittels
Kruskal- Wallis-Test (*** p = 0,0008) und anschliefendem Dunns Posttest (** p < 0,01) durchgefiihrt. (C) Mit-
tels durchflusszytometrischer Analysen wurden die Anzahl CD11b* GR1™° % Monozyten/Makrophagen (links) sowie
CD11b™ GR1"°" Neutrophilen (rechts) in der Milz bestimmt. Gezeigt sind Daten von zwei voneinander unabhingigen
Experimenten (n = 9-10), die als Einzelwerte mit Mittelwert £ SEM dargestellt sind. Die statistischen Analysen erfolgten
mit Hilfe der One way ANOVA (links, *** p < 0,0001) mit anschlieRendem Tukey ‘s multifaktoriellem Vergleichstest
nach D’Agostino und Pearson omnibus Test auf Normalverteilung (*** p < 0,001) sowie des Kruskal- Wallis- Test
(rechts, *** p < 0,0001) und anschlieRendem Dunns Posttest (*** p < 0,001) (D) Mit Hilfe durchflusszytometrischer
Analysen wurden die prozentualen Anteile CD11b* GR1*°4" 8 Monozyten/Makrophagen (links) sowie CD11b™ GR1boh
Neutrophilen (rechts) in der Milz ermittelt. Dargestellt sind Daten aus zwei voneinander unabhingigen Experimenten
n = 9-10, die als Einzelwerte mit Mittelwert + SEM gezeigt sind. Die statistischen Analysen erfolgten mit Hilfe des
Kruskal-Wallis-Test (links, *** p < 0,0001) und anschliefendem Dunns Posttest (* p < 0,05, ** p < 0,01) sowie One
way ANOVA (rechts, *** p < 0,0001) mit anschliekendem Tukey ‘s multifaktoriellem Vergleichstest nach D’Agostino
und Pearson omnibus Test auf Normalverteilung (*** p < 0,001).
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Diese Ergebnisse zeigen zusammenfassend, dass Neutrophile fiir die Entwicklung des Leberschadens
in CB17 SCID nach R. typhi-Infektion verantwortlich sind. Die Depletion dieser Zellen hatte jedoch
weder einen Einfluss auf die Bakterienlast in verschiedenen Organen noch die Entwicklung oder den
zeitlichen Verlauf der Erkrankung in Folge der Infektion. Zudem blieb die systemische Inflammation

unverandert hoch.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollten angeborene Immunmechanismen wihrend einer R. typhi-Infektion
in der Maus charakterisiert werden. Fiir diese Untersuchungen wurden B-und T-Zell-defiziente Mau-
se des C57BL/6 Stammes (RAG1 KO) und BALB/c Stammes (CB17 SCID) sowie entsprechende
Wildtypmaéause mit R. typh: infiziert. Beide Wildtypmause reagierten vergleichbar und entwickelten
keine symptomatische Erkrankung. RAG1 KO und CB17 SCID Mé&use unterschieden sich hingegen
stark in ihrer Reaktion auf die Infektion mit R. ¢yphi. Im Vergleich zu RAG1 KO Méusen, die in der
initialen Phase wie Wildtypmaéause keine Krankheitssymptome entwickelten und keine detektierbare
Bakterienlast aufwiesen, verstarben CB17 SCID Mé&use an den Folgen der Infektion. Diese Mause ent-
wickelten einen schwere Erkrankung, darunter einen massiven Leberschaden, der auf die Aktivitdt der
Neutrophilen zuriickgefithrt werden konnte. Zudem zeigten sie eine hohe Bakterienlast in allen unter-
suchten Organen. Die Infektion war aulerdem von einer starken systemischen Inflammation begleitet.
Diese wird wahrscheinlich in erster Linie von Monozyten/Makrophagen verursacht, deren Akkumula-
tion zusammen mit der Zunahme an Neutrophilen urséchlich fiir die in diesen Mausen beobachtete

Splenomegalie war. Im Folgenden werden die fiir beide Mausstdmme erhaltenen Ergebnisse diskutiert.

4.1 RAG1 KO und CB17 SCID Mause als Modell fiir die

Untersuchung der angeborenen Immunantwort gegen R. typhi

4.1.1 In Mausen des C57BL/6 Stammes kénnen angeborene Immunmechanismen
eine Infektion mit R. typhi iiber lange Zeit kontrollieren

Um die Rolle der angeborenen Immunantwort zu untersuchen, wurden in der vorliegenden Arbeit zu-
néchst B- und T- Zell-defiziente RAG1 KO Mé&use sowie C57BL/6 Kontrollméuse mit R. typhi infiziert.
C57BL/6 Méuse wurden in der Literatur als resistent gegeniiber der Infektion mit R. typhi [111] so-
wie R. conorii [129, 134], einem Erreger der Zeckenbissfiebergruppe, beschrieben. In Ubereinstimmung
mit diesen Studien, entwickelten C57BL/6 Mause weder eine symptomatische Erkrankung noch eine

detektierbare Bakterienlast und iiberlebten die initiale Phase einer R. typhi-Infektion.
Die Infektion von RAG1 KO Méusen mit R. typhi ist in der gegenwértigen Literatur noch nicht be-

schrieben. Jedoch wurde eine Resistenz von RAG1 KO M#usen fiir die Infektion mit R. conorii, einem
Erreger der Zeckenbissfieber-Gruppe, gezeigt [129]. RAG1 KO M4use iiberlebten die ersten 20 Tage
der Infektion mit diesen Rickettsien. Die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Versuche zeigen, dass
RAGI1 KO Méuse ebenfalls die initiale Phase einer R. typhi-Infektion iiberleben (Abbildung 3.1). Diese
B- und T-Zell-defizienten M#use entwickelten wie C57BL/6 Wildtyp M&use zudem keine symptomati-

sche Erkrankung. Als ein zusitzlicher Parameter fiir eine potentielle Erkrankung wurden GPT-Werte
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im Serum bestimmt, die auf einen Leberschaden hindeuten. GPT-Werte waren zu keinem Zeitpunkt
in der initialen Phase der Infektion erh6ht (Abbildung 3.2). Jedoch zeigten einige RAG1 KO wie auch
C57BL/6 Wildtypmaéuse transient einen mikroskopisch nachweisbaren Leberschaden (Daten nicht ge-
zeigt), ein Krankheitsbild das auch in Menschen bei schweren Verlaufen beobachtet wird [106]. Dariiber
hinaus war keine Bakterienlast in verschiedenen Organen von RAG1 KO Mé&usen detektierbar (Daten
nicht gezeigt). Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass RAG1 KO Mé&use ebenfalls resistent ge-
gentiiber einer R. typhi-Infektion sind. Aktuelle Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigen jedoch,
dass RAG1 KO Méuse 3 bis 4 Monate nach der Infektion mit R. fyphi neurologische Symptome ent-
wickelten und hieran verstarben [135]. Diese manifestieren sich zunéchst als Ataxie und schlieflich
Lahmungen. RAG1 KO Miuse entwickeln demnach eine auch bei Menschen auftretende Symptomatik.
So werden Fille von Meningitis und Enzephalitis in Patienten mit endemischem Fleckfieber beschrie-
ben [136-140]. Auch Patienten mit epidemischem Fleckfieber, das durch R. prowazekii, dem néchsten
Verwandten von R. typhi verursacht wird, entwickeln hiufig neurologische Symptome, zu denen eben-
falls Ataxie, Parese und Paralyse gehoren [64, 141]. Urséchlich fiir die Entwicklung dieser Symptome
ist eine schwere Entziindung des Gehirns, die durch die Gegenwart iNOS-exprimierender infiltrierender
Makrophagen sowie die Expansion von IBA1" Mikroglia gekennzeichnet ist und wahrscheinlich zur
Apoptose von Neuronen fithrt. Zum Todeszeitpunkt war in diesen M#usen eine hohe Bakterienlast im
Gehirn nachzuweisen, wihrend andere Organe kaum betroffen waren [135]. Diese Ergebnisse zeigen,
dass Méuse des C57BL/6 Stammes eine potente angeborene Immunantwort ausbilden, die fiir einen

langen Zeitraum von 3 bis 4 Monaten einen Schutz gegeniiber einer R. typhi-Infektion vermitteln kann.

Welche angeborenen Immunmechanismen fiir die langanhaltende Kontrolle in RAG1 KO M&usen ur-
sdchlich sind, ist bisher unklar. Sowohl in C57BL/6 als auch in RAG1 KO Méusen fiihrte die Infek-
tion mit R. typhi zu einem friithen Anstieg von proinflammatorischen Zytokinen, die bereits an Tag 3
Hochstwerte erreichten und an Tag 7 wieder auf Ausgangsniveau absanken (Abbildung 3.3). Diese hohe
Zytokinantwort an Tag 3 geht demnach der Aktivierung des adaptiven Immunsystems deutlich voraus
und ist allein auf die angeborene Immunitét zuriickzufiihren. Die Beendigung der Zytokinproduktion
und damit der Immunantwort bereits an Tag 7 nach Infektion l&sst auferdem den Schluss zu, dass
die Bakterien schon zu diesem frithen Zeitpunkt weitgehend eliminiert wurden. IFN~ war sowohl in
C67BL/6 als auch RAG1 KO M#ausen das dominierende Zytokin an Tag 3 nach Infektion. In RAG1
KO Mé&usen waren zudem IL-6 und MCP-1 signifikant erhéht. Hauptséchlich wird IFN- von NK und
T-Zellen produziert. IL-12 induziert dabei die Freisetzung von IFN+ in NK und T-Zellen [142, 143].
I1-12 war jedoch interessanterweise weder in C57BL/6 noch in RAG1 KO Maiusen signifikant erhoht.
Der frithe Zeitpunkt deutet auf dass NK-Zellen als Hauptquelle fiir die hohen IFN~y-Werte hin. Diese
Zellen haben eine wichtige Funktion in der frithen Bekdmpfung intrazelluldrer Erreger. So fiihrte die
Depletion von NK-Zellen und des von ihnen produzierten IFN~ in L. monocytogenes-infizierten Mausen
zu einer erhthten Bakterienlast [144]. Auch Infektionsstudien mit Rickettsien haben eine schiitzende
Funktion von NK-Zellen gezeigt. In der Infektion mit R. conorii waren NK Zell-depletierte C3H/HeN
Mause verstarkt suszeptibel und wiesen eine erhéhte Bakterienlast sowie verringerte IFN~- und IL-12-
Konzentrationen im Serum auf [111]. Aufserdem fiihrte die Depletion von IFNvy und TNFa in R. co-
norii-infizierten CH3/HeN Mé&usen zu einer erhéhten Bakterienlast in der Leber sowie im Gehirn und

letztlich zum Tod dieser M&use [145|. SchlieRlich wurde auch fiir R. australis, ein weiterer Erreger der
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Zeckenbissfieber-Gruppe, eine essentielle und protektive Funktion von IFN~ gezeigt [118]. Die Rolle von
NK-Zellen bei der Abwehr von R. typhi ist jedoch noch unklar. Vorldufige durchflusszytometrische Ana-
lysen zeigten zwar einen tendenziellen Anstieg der NK-Zellen in C57BL/6, in RAG1 KO Mé&usen jedoch
erst ab Tag 3 (Daten nicht gezeigt). In RAG1 KO Maiusen korrelierte die hohe TFN~-Konzentration
demnach nicht mit der Zunahme von NK-Zellen. Weitere Studien unserer Arbeitsgruppe haben in-
teressanterweise gezeigt, dass die Depletion von NK-Zellen in R. typhi-infizierten RAG1 KO M&usen
die frithe IFNv-Produktion nicht beeinflusste [135]. Ein dhnliches Ergebnis wurde auch fiir R. ty-
phi-infizierte C57BL/6 Mause beobachtet [111]. Diese Mause wiesen nach NK Zell-Depletion keinen
Unterschied in der IFN~-Konzentration im Serum im Vergleich zu nicht-depletierten Mausen auf. Im
Gegensatz dazu fiihrte in derselben Studie die NK-Zell-Depletion in R. conorii-infizierten C3H/HeN
Méusen zu einer verminderten Freisetzung von IFN~. In R. typhi-infizierten M&usen des C57BL/6
Stammes scheinen daher andere Zellen fiir die friithe IFN~-Produktion verantwortlich zu sein. Jedoch
zeigten NK-Zellen sowohl in R. typhi-infizierten C57BL/6 als auch R. conorii-infizierten C3H/HeN
Miusen eine erhéhte zytotoxische Aktivitdt [111]. Es wird deshalb angenommen, dass NK-Zellen ge-
nerell eine wichtige Funktion in der frithen Eliminierung von Rickettsien haben. Jedoch iiberlebten
NK-Zell depletierte RAG1 KO Maiuse die Infektion mit R. typhi und zeigten liberraschenderweise zu
keinem Zeitpunkt eine Bakterienlast [135], wie sie bei der Depletion von NK-Zellen in R. typhi infizier-
ten C57BL/6 beoboachtet wurde [111]. Die initiale Kontrolle der Infektion mit R. typhi in RAG1 KO
Maéusen wird demnach durch andere Zellen und Mechanismen vermittelt. Welche Zellen dabei fiir die
frithe Bekdmpfung der Bakterien und die Freisetzung der Zytokine, insbesondere IFN~, verantwortlich

sind ist noch unklar.

C57BL/6 und RAG1 KO Méuse zeigten im Infektionsverlauf einen frithen Anstieg der Monozyten/
Makrophagen sowie der Neutrophilen bis Tag 7 (Abbildung 3.4, B). Wichtige Zytokine fiir die Generie-
rung und Expansion von Monozyten /Makrophagen sowie Neutrophilen und das Auswandern myeloider
Zellen aus dem Knochenmark sind M-CSF und GM-CSF [14-16]. GM-CSF war jedoch im Infektions-
verlauf von C57BL/6 und RAG1 KO Mausen nicht detektierbar (Abbildung 3.3). M-CSF wurde in der
vorliegenden Arbeit nicht untersucht. Welche Faktoren zu einer Expansion dieser Zellen fithren ist des-
halb noch unklar. In RAG1 KO Maiusen, nicht aber C57BL/6 Mausen, waren neben IFN~ signifikant
erh6hte Mengen von IL-6 und MCP-1 ausschliefslich an Tag 3 nachweisbar (Abbildung 3.3). Demnach
korrelierte die Freisetzung dieser Zytokine mit einem Anstieg von Monozyten/Makrophagen in RAG1
KO Méusen. IL-6 kann direkt die Granulopoese stimulieren [146] und beeinflusst daher méglicherweise
die Expansion und Rekrutierung von Neutrophilen wihrend der Infektion mit R. typhi. In der Infekti-
on mit L. monocytogenes hatte 1L-6 eine entscheidende Funktion [147]. So verstarben IL-6 defiziente
Maiuse an der Infektion vermutlich durch eine beeintrichtigte Akquirierung von Neutrophilen aus dem
Knochenmark. Sowohl IL-6 als auch MCP-1 werden hauptséichlich von Monozyten und Makrophagen
produziert [148, 149]. MCP-1 ist aukerdem das Hauptchemokin welches die Migration und Rekrutie-
rung von Monozyten, aber auch NK-Zellen, zum Ort einer Infektion und Inflammation reguliert [38—40].
Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass Makrophagen die Hauptproduzenten der in der frithen
Phase der Immunantwort gegeniiber R. typhi freigesetzten Zytokine sind. Interessanterweise waren je-
doch weder TL-12 noch TNFa in RAG1 KO M4iusen signifikant erhéht (Abbildung 3.3). Beide Zytokine
werden ebenfalls nach Aktivierung von Makrophagen freigesetzt |3, 150-152]. Der beobachtete friihe
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Anstieg von Monozyten/Makrophagen sowie Neutrophilen in C57BL/6 und RAG1 KO Mausen deutet
zudem darauf hin, dass diese Zellen eine schiitzende Funktion in der Infektion mit R. fyphi ausiiben.
So wurde bereits fiir die Infektionen mit M. tuberculosis [153|, L. major [154|, T. gondii [155] und
L. monocytogenes [156] eine durch IFN+ induzierte bakterizide Funktion von Makrophagen gezeigt.
Demnach koénnten Makrophagen auch bei der Infektion mit R. typhi eine wichtige Funktion in der
Kontrolle des Erregers einnehmen, wie in Abschnitt 4.1.3 in der Infektion von CB17 SCID Mé&usen

diskutiert wird.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sowie weitere Beobachtungen der
Arbeitsgruppe [135], dass das angeborene Immunsystem von Méusen des C57BL/6 Stammes die Aus-
breitung des Erregers iiber lange Zeit verhindern kann. Welche angeborenen Mechanismen hierfiir
verantwortlich sind ist noch unklar. NK-Zellen haben hierbei jedoch wahrscheinlich eine untergeord-
nete Funktion. Kinen dauerhaften Schutz kann letztlich nur das adaptive Immunsystem vermitteln, da
B- und T-Zell-defiziente RAG1 KO M#use nach 3 Monaten in Folge der R. typhi-Infektion versterben.

4.1.2 CB17 SCID Mause sind im Gegensatz zu RAG1 KO Mausen hochsuszeptibel fiir
die Infektion mit R. typhi

Als ein weiteres Modell zur Analyse der Rolle der angeborenen Immunitéit wéihrend einer R. typhi-
Infektion wurden BALB/c sowie B- und T-Zell defiziente CB17 SCID Miuse desselben Stammes infi-
ziert. BALB/c [124] wurden wie C57BL/6 M&use [111] ebenfalls als resistent gegeniiber einer R. typhi-
Infektion beschrieben. Damit iibereinstimmend entwickelten R. typhi-infizierte BALB/c Kontrollméu-
se zu keinem Zeitpunkt wihrend der Infektion eine symptomatische Erkrankung (Abbildung 3.5) oder
eine nachweisliche Bakterienlast (Daten nicht gezeigt). Wie in C57BL/6 Mausen wiesen BALB/c M#u-
se ausschlieRlich an Tag 3 eine signifikant erhthte IFN~-Produktion auf. Im Gegensatz zu C57BL/6
Méusen waren zudem auch MCP-1 und IL-6 an Tag 3 nachzuweisen (Abbildung 3.10). Diese Stamm-
spezifischen Unterschiede in der angeborenen Immunantwort auf die Infektion mit R. {yphi waren in
CB17 SCID im Vergleich mit RAG1 KO Méausen umso deutlicher. So waren CB17 SCID Méuse suszep-
tibler fiir die Infektion als RAG1 KO M&usen und entwickelten einen schweren Krankheitsverlauf, der
innerhalb von 3 Wochen zum Tod der M#use fiihrte (Abbildung 3.5). Wahrend im Plasma von RAG1
KO Méuse ebenfalls die hochsten Zytokinkonzentrationen bereits an Tag 3 nachweisbar waren, zeigten
CB17 SCID Ma&use eine stetig ansteigende inflammatorische Immunantwort, mit signifikant erhéhten
Mengen insbesondere von IFN~, aber auch I1-6, MCP-1, IL-12 und TNF« (Abbildung 3.10). Trotz
dieser starken Reaktion waren CB17 SCID M4&use nicht in der Lage, die Infektion zu kontrollieren.
Das Immunsystem von CB17 SCID und RAG1 KO Miusen reagierte demnach unterschiedlich auf die
Infektion mit R. typhi, so dass diese Mause in der Folge ein unterschiedliches Krankheitsbild entwickel-
ten. Auch wenn sich eine hohe Bakterienlast im Gehirn von CB17 SCID Mé&usen zum Todeszeitpunkt
nachweisen lief (Abbildung 3.7), zeigten sie im Gegensatz zu RAG1 KO Méusen keine neurologischen
Symptome. Dagegen waren die auffilligsten pathologischen Verinderungen in CB17 SCID Méusen zum
einen eine starke Vergroferung der Milz (Abbildung 3.8), die auf die Gegenwart der Rickettsien und
die fortdauernde Immunantwort hindeutet und hiufig auch in Patienten mit endemischem Fleckfieber
auftreten [107, 157, 158|. Zum anderen zeigten CB17 SCID M4iuse eine schwere Schidigung der Leber,
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die bereits makroskopisch erkennbar und anhand signifikant erh6hter GPT-Werte messbar war (Abbil-
dung 3.9) und auch in anderen Mausmodellen wie der Infektion mit Zeckenbissfieber-Rickettsien wie
R. conorii auftritt [129, 159]. Die beobachtete dunkle Férbung der Galle ist zudem ein Hinweis auf
Einblutungen. Die mikroskopischen Analyse der Leber infizierter CB17 SCID Mause zeigte zudem die
Infiltration von Monozyten/Makrophagen und Neutrophilen. Weiter konnte gezeigt werden, dass infil-
trierende Neutrophile ursédchlich fiir den Leberschaden in diesen M&usen nach R. typhi-Infektion waren,
wie in Abschnitt 4.2 eingehender diskutiert wird. Im Gegensatz dazu entwickelten BALB/c M#use nur
transient einen schwachen Leberschaden (Daten nicht gezeigt), der zwar mikroskopisch nachweisbar
war, sich aber nicht in erhhten GPT-Werten zeigte (Abbildung 3.9, B). Eine Funktionsstérung der
Leber ist eine Symptomatik, die ebenfalls im Menschen mit schweren Verldufen von endemischem Fleck-
fieber assoziiert ist [91, 106, 107, 132]. U.a. zeigte eine retrospektive klinische Studie zwischen 1993
und 2008, dass von 165 untersuchten Patienten 69 % erhéhte GPT- (auch ALT, ~ 52 U/L) und 86 %
GOT-Werte (auch AST, ~ 82 U/L) wihrend einer Infektion mit R. typhi aufwiesen [106]. Auch die
CB17 SCID Maus zeigt damit Krankheitbilder, wie sie beim Menschen mit endemischem Fleckfieber
auftreten kann [106, 107, 157, 158].

Bisher wurden CB17 SCID Méuse nur in der Infektion mit R. conorii untersucht [129]. Abweichend
von der Infektion mit R. typhi iiberlebten diese Mause die Infektion mit R. conorii fiir mindestens 18
Tage. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass die Abwehr der Rickettsien der Zeckenbissfieber-
Gruppe und der Fleckfieber-Gruppe unterschiedliche Mechanismen erfordert. In CB17 SCID Mé&usen
war die Akkumulation von Monozyten/Makrophagen und Neutrophilen in der Milz urséchlich fiir die
Entwicklung der Splenomegalie (Abschnitt 3.2.1). Es wurde dabei sowohl eine signifikante Zunahme
der Gesamtzellzahl als auch des prozentualen Anteils dieser Zellpopulation festgestellt. Zudem infil-
trierten diese Zellen die Leber infizierter Méuse (Abbildung 3.12). Vorlaufige durchflusszytometrische
Analysen der Milz zeigten zwar einen starken Anstieg der NK-Zellen bis Tag 3 (Daten nicht gezeigt),
dennoch nahmen nur Monozyten/Makrophagen und Neutrophile bis zum Todeszeitpunkt signifikant
zu. Diese Zunahme war in RAG1 KO Méusen nicht zu beobachten (Abbildung 3.4, B). Fiir die Ex-
pansion von Monozyten/Makrophagen und Neutrophilen sind verschiedene Faktoren wie das Zytokin
GM-CSF notwendig, welches die Generierung und das Auswandern myeloider Zellen aus dem Kno-
chenmark induziert [14-16]. Wie in RAG1 KO M#&usen beobachtet (Abbildung 3.3), war GM-CSF
hingegen zu keinem Zeitpunkt wihrend der Infektion in BALB/c oder CB17 SCID Mausen erhoht
(Abbildung 3.10). Jedoch wiesen BALB/c M#use signifikant hohe Mengen von IL-6 vorriibergehend an
Tag 3 auf. In CB17 SCID Miusen stieg dieses Zytokin hingegen iiber den Infektionsverlauf kontinuier-
lich an (Abbildung 3.10). IL-6 ist ein Zytokin, welches direkt die Granulopoese stimulieren kann [20].
Die Freisetzung des Zytokins korreliert folglich mit der signifikanten Zunahme von Neutrophilen in der
Milz und der Leber infizierter CB17 SCID M&use sowie mit der tendenziellen Zunahme dieser Zellen in
der Milz bis Tag 3 in infizierten BALB/c Mausen (Abbildung 3.11). IL-6 kénnte demnach eine wichtige
Rolle fiir die Generierung und Rekrutierung von Neutrophilen in Méusen des BALB/c Stammes in der
Infektion mit R. typhi einnehmen, wie es bereits fiir die Infektion mit L. monocytogenes gezeigt wurde
[147]. Das Hauptchemokin welches die Migration und Rekrutierung von Monozyten, aber auch NK-
Zellen reguliert, ist MCP-1 [38]. Es wird von verschieden Zellen wie Endothelzellen und Fibroblasten
als Antwort auf z.B. oxidativen Stress oder bei Infektion produziert [40, 148, 149]. Hauptproduzen-
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ten sind jedoch Monozyten und Makrophagen selbst [148, 149|. So produzierten BALB/c M#use nach
R. typhi-Infektion frith signifikant hohe Mengen von MCP-1, ein Anstieg der Monozyten/Makrophagen
konnte jedoch nicht detektiert werden (Abbildung 3.11, B). Im Gegensatz dazu korrelierte in CB17
SCID Mausen der signifikante Anstieg der Monozyten/Makrophagen in der Milz und Leber mit der
stetigen Zunahme an MCP-1 im Infektionsverlauf. Neben der systemischen Produktion von IL-6 und
MCP-1 wiesen CB17 SCID M&use im Plasma einen Anstieg weiterer inflammatorischer Zytokine auf,
darunter in hohem Mafe IFNv und in geringeren Mengen TNF« und IL-12 (Abbildung 3.10). Ahnlich
wie in RAG1 KO Méusen an Tag 3 war auch in CB17 SCID M&ausen IFN~ das dominierende Zytokin,
das iiber den gesamten Infektionsverlauf zunehmend freigesetzt wurde. In CB17 SCID Mausen zeigte
sich zudem, abweichend von RAG1 KO Maiusen, tendenziell ein frither starker Anstieg der NK-Zellen,
welche die frithen hohen IFNv-Werte erkléren kénnten (Daten nicht gezeigt). Die von aktivierten Ma-
krophagen freigesetzten Zytokine I1-12 und TNF« [3, 150-152] stiegen vergleichend in einem sehr viel
geringeren Mafse als IFN~, aber dennoch signifikant an. IL-12 ist zwar das wichtigste IFN~v-induzierende
Zytokin in NK- und T-Zellen [142, 143], es war jedoch zu diesem frithen Zeitpunkt nicht erhéht. Zudem
korrelierte der spite signifikante Anstieg von IFN+ in infizierten CB17 SCID Mé&usen nicht mit der
Zunahme der NK-Zellen. Die spiten signifikant hohen IFN~-Werte lassen sich daher vermutlich nicht

alleine auf NK-Zellen zuriickfiihren.

Diese Beobachtungen zeigen zusammenfassend, dass das angeborene Immunsystem in M&usen des
BALB/c Stammes im Vergleich mit M&usen des C57BL/6 Stammes weniger effizient in der Bekdmp-
fung von R. typhi ist. Das Immunsystem von RAG1 KO M#use kann die Ausbreitung der Bakterien
in der Peripherie iiber lange Zeit kontrollieren, letztlich die Verbreitung im Gehirn, einem immunpri-
vilegierten Organ, aber nicht verhindern. In CB17 SCID Méiusen kommt es hingegen zu einer frithen
Dissemination des Erregers in alle Organe, einer Lebernekrose und Splenomegalie in Folge einer an-
dauernden Immunantwort. Zudem zeigen sie eine starke systemische Inflammation, die wahrscheinlich
urséchlich fiir den tédlichen Infektionsverlauf ist. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Qualitit
des angeborenen Immunsystems den Verlauf der Infektion mit R. ¢yphi und somit auch den Verlauf

der Erkrankung bestimmt.

4.1.3 Die unterschiedliche Suszeptibilitit von M3usen des BALB/c und C57BL/6
Stammes gegeniiber R. typhi und die Rolle der Makrophagen

Die Infektion von CB17 SCID und RAG1 KO M&usen mit R. typhi fithrt zu einem unterschiedlichen
Krankheitsverlauf in beiden Mausgruppen. Wihrend RAG1 KO Méuse die Infektion fiir mehrere Mo-
nate iiberleben [135] sterben CB17 SCID Méuse bereits innerhalb der ersten 3 Wochen nach Infektion.
Welche Faktoren urséchlich sind fiir diesen Unterschied ist bisher unklar. Es ist zu vermuten, dass
diese sowohl auf zelluldrer Ebene als auch im humoralen Bereich zu finden sind. Sowohl CB17 SCID
[127, 128] als auch RAG1 KO Méuse [126] sind defizient in der Entwicklung reifer B- und T-Zellen, wur-
den allerdings auf einem unterschiedlichen genetischen Hintergrund geziichtet. W&hrend CB17 SCID
auf BALB/c Mé&use zuriickzufiihren sind [127, 128|, wurden RAG1 KO M4iuse auf dem Hintergrund von
C57BL/6 Mausen geziichtet [126]. Unterschiede im Infektionsverlauf zwischen BALB/c und C57BL/6

Maéusen wurden bereits in verschieden Studien mit intrazelluldren Pathogenen wie L. monocytogenes
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[160, 161], 7. cruzi [162] und Leishmanien [163, 164| beobachtet. So sind BALB/c im Vergleich zu
C57B/6 Méusen grundsitzlich suszeptibler gegeniiber Infektionen mit diesen intrazelluldren Erregern.
Z.B. entwickelten BALB/c Méuse im Gegensatz zu C57BL/6 M#usen nach Infektion mit L. monocyto-
genes eine starke Lebernekrose [165]. Diese Unterschiede werden im Allgemeinen hauptséchlich auf die
unterschiedliche Polarisierung der T-Zell-Antwort zuriickgefiithrt. So produzieren resistente C57BL /6
Maiuse in der L. major-Infektion IFN-~y, das Makrophagen aktiviert Pathogene zu eliminieren, wihrend
T-Zellen suszeptibler BALB/c Méuse eher IL-4 produzieren, das Makrophagen suprimiert [163, 166].
Die in C57BL/6 dominierende CD4" Th1- und zytotoxische CD8" T-Zellantwort ist somit effizienter
in der Abwehr intrazelluldrer Erreger. Wie in fritheren Studien beschrieben waren beide Mausstdmme
jedoch resistent gegeniiber der Infektion mit R. typhi und entwickelten keine symptomatische Er-
krankung [111, 124]. Ahnlich iiberlebten BALB/c Miuse auch die Infektion mit R prowazekii [120].
Unterschiede in der angeborenen Immunantwort zwischen den beiden Mausstdmmen sind in der ge-
genwértigen Literatur dagegen kaum beschrieben. Interessanterweise verstarben C57BL/6 M#use nach
der i.v. Infektion mit R. prowazekii, dem nichsten Verwandten von R. typhi, innerhalb weniger Stun-
den an einem septischen Schock, wihrend BALB/c Méause iiberlebten [120]. Dies ist ein Hinweis auf
einen durch das angeborene Immunsystem ausgeldsten septischen Schock, der in BALB/c M&usen mit
derselben infektiésen Dosis nicht auftrat. Tatsdchlich fanden sich in der Infektion mit R. typhi grofe
Unterschiede in der angeborenen Immunantwort zwischen CB17 SCID und RAG1 KO M4&usen. Im
Plasma R. typhi-infizierter RAG1 KO M#use waren an Tag 3 nach Infektion sowohl IFN+v, TNFa,
I1-12 als auch IL-6 nachweisbar (Abbildung 3.3). Mit Ausnahme von IFN~, das in &hnlicher hoher
Konzentration vorlag, war jedoch keines der genannten Zytokine im Plasma von CB17 SCID Mau-
sen zu diesem Zeitpunkt der Infektion detektierbar (Abbildung 3.10). Signifikant erhthte Mengen von
TNFa, IL-12 und IL-6 waren erst nach Tag 8 in CB17 SCID Ma&usen messbar.

Die Eliminierung von Bakterien wiahrend der frithen angeborenen Immunantwort wird vorrangig von
Phagozyten wie Makrophagen und Neutrophilen sowie von NK-Zellen vermittelt. Die Ergebnisse der
NK-Zell-Depletion in RAG1 KO Miusen [135] deuten darauf hin, dass diese Zellen nur eine unterge-
ordnete Funktion in der Eliminierung von R. typhi haben. Die Zunahme der Neutrophilen unterschied
sich nicht wesentlich zwischen den beiden Wildtypstdmmen nach R. typhi-Infektion. Zudem zeigte sich
kein Unterschied in der Zahl Neutrophilen in der Milz von nicht-infizierten RAG1 KO und CB17 SCID
Ma&usen. Erst im Verlauf der fortschreitenden Infektion nahm die Zahl der Neutrophilen in CB17 SCID
Maiusen signifikant zu. Ihre Depletion fiihrte in diesen Mausen jedoch weder zu einer gesteigerten Bak-
terienlast noch einer verringerten Uberlebensrate (Abschnitt 3.4.2). Auch Neutrophile scheinen daher
fiir die Eliminierung von R. typhi nicht essentiell zu sein. Allerdings wurden Unterschiede insbesonde-
re von Monozyten/Makrophagen zwischen CB17 SCID (Abbildung 3.11, B) und RAG1 KO Mé&usen
(Abbildung 3.4, B) im Infektionsverlauf festgestellt. Zwar waren vor Infektion mit R. typhi tendenziell
mehr Monozyten/Makrophagen in der Milz von Wildtyp BALB/c Méusen zu finden, diese nahmen
aber nach Infektion nicht zu (Abbildung 3.11, B). Im Gegensatz dazu war ein Anstieg dieser Zellen
in C57BL/6 Mausen bis Tag 7 nachweisbar (Abbildung 3.4, B). Zu diesem Zeitpunkt hatte sich ihre
Zahl in der Milz verdoppelt. Bereits in fritheren Studien wurden Unterschiede in der Generierung von
Monozyten/Makrophagen zwischen BALB/c und C57B/6 M&usen beschrieben. In der Infektion von

C57BL/6 Méausen mit L. monocytogenes bspw. waren bereits an Tag 1 mehr Monozyten nachweisbar,
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wihrend in BALB/c Mausen eher Neutrophile zu finden waren [165]. Ein noch gravierenderer Unter-
schied war zwischen CB17 SCID und RAG1 KO M&usen in der R. typhi-Infektion zu beobachten. So
wiesen RAG1 KO Mause (Abbildung 3.4, B) im nicht-infizierten Zustand vergleichend iiber 2,9-mal
so viele Monozyten/Makrophagen in der Milz wie CB17 SCID Méuse auf (Abbildung 3.11, B). Trotz
akkumulierender Monozyten /Makrophagen in CB17 SCID Méusen blieb die Uberzahl dieser Zellen in
RAG1 KO Méiusen sogar bis Tag 7 nach Infektion bestehen. Eine Stamm-spezifische effizientere Eli-
minierung durch Makrophagen sowie eine anfinglich hohere Basalzahl dieser Zellen in der Milz kénnte

einen entscheidenden Einfluss auf den Infektionsverlauf nach Infektion mit R. typhi haben.

Interessanterweise waren sowohl in RAG1 KO (Abbildung 3.3) als auch in CB17 SCID Mé&usen (Ab-
bildung 3.10) neben IFN~ in erster Linie 1L-6 und MCP-1 nachweisbar, Zytokine die vorwiegend von
Makrophagen produziert werden. Diese Zytokine waren in RAG1 KO gegeniiber CB17 SCID M#&usen
an Tag 3 nach Infektion um das 3-fache erhoht und korrelierten folglich mit der zunehmenden An-
zahl von Monozyten/Makrophagen. In CB17 SCID Mausen stiegen die Konzentrationen von IL-6 und
MCP-1 stetig im Infektionsverlauf mit zunehmender Zahl von Monozyten/Makrophagen an. Dariiber
hinaus ist auch eine gesteigerte Funktionalitdt dieser Zellen in C57BL/6 im Vergleich zu BALB/c M&u-
sen denkbar. So wurde gezeigt, dass auf Stimulation mit TLR-Liganden C57BL/6 gegentiber BALB/c
Makrophagen hohere Mengen TNF« und IL-12 sowie bakterizides NO produzieren [167]. Dariiber hin-
aus zeigten BALB/c gegeniiber C57BL/6 Méusen in einem Sepsismodell durch Blinddarmpunktur eine
schlechtere Eliminierung der in den Peritonealraum eindringenden Bakterien [167]. Ein Hinweis auf die
Bedeutung von Makrophagen auch bei der Abwehr von Rickettsien zeigte sich mit der Beobachtung,
dass R. akari von Makrophagen aus resistenten Mausstdmmen 4n vitro schneller und effizienter elimi-
niert wird im Vergleich zu Makrophagen aus suszeptiblen Mausstdmmen [168]. Zudem wurde fiir die
Infektionen mit O. tsutsugamushi in suszeptiblen C3H/HeN Méuse eine verspitete Aktivierung von
Makrophagen im Vergleich zu resistenten BALB/c Mausen beobachtet [112]. Interessanterweise unter-
schieden sich die Konzentrationen von IFN~ in CB17 SCID und RAG1 KO Méusen an Tag 3 nicht.
Die Depletion von NK-Zellen in R. typhi-infizierten RAG1 KO Méiusen hatte zudem gezeigt, dass diese
nicht fiir die IFN~-Freisetzung verantwortlich sind [135]. Ob dieses Zytokin in der R. typhi-Infektion
von Makrophagen produziert wird ist noch unklar. Allerdings werden neben NK- und T- Zellen auch
Makrophagen als mogliche IFN~-Produzenten beschrieben [169, 170]. So wird zum Beispiel IFN~ von
Makrophagen als Antwort auf eine M. tuberculosis-Infektion, wenn auch in geringen Mengen, freige-
setzt [151, 171, 172]. Da Makrophagen ebenfalls Zielzellen fiir Rickettsien darstellen [63], ist ein direkter
Einfluss der Bakterien auf die Zytokinfreisetzung denkbar und kénnte die hohe IFN~-Produktion auch
in Abwesenheit von IL-12 erkléren. Untersuchungen der Arbeitsgruppe haben jedoch gezeigt, dass
Knochenmarksmakrophagen aus C57BL/6 Mausen auf die R. {yphi-Infektion in vitro nicht mit der
Produktion von IFN~ reagierten (Daten nicht gezeigt). Weitere Faktoren, die eine IFN~-Produktion
in Makrophagen induzieren kénnen, sind I1-12 zusammen mit I1T1-18 [173, 174]. Zudem wurde beob-
achtet, dass IL-12 und intrazelluldre Bakterien wie Mycobakterien synergetisch die Freisetzung von
IFN~ in infizierten Makrophagen in vitro induzieren [151]. Dariiber hinaus induziert IFN~ seine eigene
Expression in Makrophagen auf autokrine Weise [175]. Auch wenn R. typhi in vitro die Expression
von Zytokinen in Makrophagen nicht selbst induziert, konnten andere Faktoren im infizierten Gewebe

moglicherweise zu einer Aktivierung dieser Zellen beitragen.
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In CB17 SCID Méiusen konnte R. typhi nach Infektion in Monozyten/Makrophagen nachgewiesen wer-
den (Abbildung 3.13). Diese Zellen zeigten auferdem einen antibakteriellen Aktivierungsstatus, der
durch die Expression von iNOS (Abbildung 3.15) und die Produktion von ROS (Abbildung 3.14) cha-
rakterisiert war. Dennoch korrelierte die Aktivierung der Zellen nicht mit der Phagozytose von R. typhi,
sondern trat hauptséchlich unabhéngig von dieser auf (Abbildung 3.16, A). Makrophagen werden klas-
sischerweise iiber das Erkennen von PAMPs auf Mikroben iiber zum Beispiel TLR aktiviert. LPS als
Zellwandbestandteil Gram-negativer Bakterien ist ein PAMP, das von Makrophagen iiber TLR4 er-
kannt wird. Dieser Stimulus induziert die Ausschiittung von inflammatorischen Zytokinen wie IL-6,
[L-12 und TNF« sowie die Expression von iNOS und die Freisetzung von NO in Makrophagen [176—
178]. Diese Mechanismen sind essentiell fiir das effiziente Eliminieren von intrazelluldren Bakterien wie
bspw. M. tuberculosis [179-181]. Neben der Freisetzung von NO ist die Produktion von ROS durch
Phagozyten ein wichtiger antibakterieller Mechanismus in der Eliminierung intrazelluldrer Bakterien
[182]. Als ein Gram-negatives Bakterium verfiigt auch R. typhi iiber PAMPs wie LPS als Zellwandbe-
standteil [70, 71|, was eine Aktivierung von Makrophagen wihrend einer Infektion iiber beispielsweise
TLR4 vermuten lésst. Dennoch reagierten weder BALB/c (Abbildung 3.18, B und C) noch C57BL/6
Knochenmarksmakrophagen (Daten nicht gezeigt) in vitro auf R. typhi mit der Produktion inflamma-
torischer Zytokine wie TNFq, IL-6 und IL-12 oder der Expression von iNOS und Freisetzung von NO.
Klassisch aktivierte Makrophagen zeigen neben der Freisetzung inflammatorischer Zytokine auferdem
eine Hochregulation von MHCI und II sowie der kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD86 [183].
Diese werden benétigt fiir die Funktion der Makrophagen als APZ und folgende Induktion adapti-
ver Immunmechanismen. Auch eine Hochregulation von MHCI und CD80 konnte nach Infektion von
Makrophagen mit R. typhi in vitro nicht festgestellt werden (Abbildung 3.18, A) .

Diese Ergebnisse zeigen, dass R. typhi Makrophagen nicht klassisch iiber TLR4 aktiviert und vermutlich
unerkannt in die Zelle eindringt. Dies hat moglicherweise ebenfalls Auswirkungen auf die adaptive

Immunantwort, deren effiziente Induktion auf einer Aktivierung durch APZ wie Makrophagen beruht.

Ohne Aktivierung durch Zytokine kénnen Makrophagen Rickettsien wie R. akari [168, 184| und O. tsut-
sugamushi [112, 113] nicht eliminieren, und die Erreger replizieren in diesen Zellen. R. typhi infiziert so-
wohl murine als auch humane Makrophagen in vitro und iiberlebt zudem in diesen Zellen [185, 186]. Wie
fiir R. conorii gezeigt [110], entkommen Rickettsien dabei bereits innerhalb weniger Minuten aus dem
Phagosom der Makrophagen und replizieren anschliefend frei im Zytosol. Auch fiir R. prowazekii, dem
néchsten Verwandten von R. typhi, sowie R. rickettsii wurde gezeigt, dass diese im Zytosol der Wirts-
zelle residieren und aus dem Phagosom entkommen [99]. Tatséchlich zeigten Monozyten/Makrophagen
in CB17 SCID Miusen einen aktivierten Phanotyp (Abbildung 3.14, B; Abbildung 3.15). Die Akti-
vierung der Zellen war jedoch unabhéngig von der Aufnahme der Bakterien (Abbildung 3.16, A). Da
Makrophagen auch in wvitro nicht von R. typhi aktiviert wurden (Abbildung 3.18), ist die Aktivie-
rung der Makrophagen in wvitro vermutlich auf indirekte Mechanismen zuriickzufithren und nicht auf
die Bakterien selbst. Dies ist auch in RAG1 KO Méusen zu vermuten. Eine solche Aktvierung von
Makrophagen konnte zum Beispiel durch Damage-associated molecular pattern molecules (DAMPs)
induziert werden. Diese kénnen inflammatorische Antworten wie die Freisetzung von IL-12 und ande-

ren Zytokinen in Makrophagen induzieren [187-190]. Zusammen deuten diese Beobachtungen jedoch
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darauf hin, dass eine solche indirekte und unspezifische Aktivierung nicht ausreicht, um die antibakte-
rielle Funktion von Makrophagen gegeniiber R. typhi effizient zu induzieren. Selbst grofse Mengen von
[FN~, die in CB17 SCID Mausen freigesetzt werden (Abbildung 3.10), scheinen nicht ausreichend zur
Aktivierung der Makrophagen beizutragen. Zusétzlich hat die unkontrollierte Freisetzung von TNF«
und IL-6 negative Auswirkungen. So wirkt TNF« in groffen Mengen zytotoxisch und ist zusammen mit
IL-6 ebenso wie NO und ROS, mit pathologischen Schiden sowie septischem Schock und Kraftverlust
assoziiert [191-193]. Diese Faktoren sind vermutlich urséchlich fiir den Tod von CB17 SCID Mé&usen
in Folge einer R. typhi-Infektion.

Ob Makrophagen R. typhi in RAG1 KO Miusen in vivo effizient eliminieren kénnen und fiir die
langeanhaltende Kontrolle der R. typhi-Infektion sowie die frithe Zytokinfreisetzung, besonders von

IFN~, verantwortlich sind, ist noch unklar.

4.2 Der Leberschaden in R. typhi-infizierten CB17 SCID Mausen ist

ein immunpathologischer Effekt infiltrierender Neutrophiler

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass der in CB17 SCID M&ausen beobachtete Leberschaden
von der Infiltration von Monozyten, Makrophagen sowie Neutrophilen begleitet war (Abbildung 3.12).
Neben Endothelzellen und Makrophagen, sind méglicherweise auch Hepatozyten Zielzellen fiir R. ty-
phi. So infiziert R. conorii humane Hepatozyten direkt und induziert in diesen Zellen die Expression
von iNOS [130]. Zudem verursacht R. conorii in suszeptiblen Mausen wie C3H/HeN [159] sowie CB17
SCID [129] ebenfalls einen transienten Leberschaden und infiziert neben Hepatozyten auch Kupf-
ferzellen. Ob R. typhi ebenfalls Hepatozyten infiziert ist nicht bekannt. Die Leber von CB17 SCID
Mé&usen wies jedoch eine eindeutige Bakterienlast auf (Abbildung 3.7). Die Leber nimmt eine wich-
tige Funktion in der angeborenen Immunantwort gegen Mikroben und Toxine ein, die die intestinale
Barriere passieren oder sich systemisch verbreiten [42]. Kupfferzellen, die residierenden Makrophagen
der Leber, sind wichtig fiir die schnelle Eliminierung von Pathogenen [194]. Vorrangegangene Studien
zeigen jedoch, dass Neutrophile und weniger Kupfferzellen fiir die Eliminierung von Gram-positiven
und Gram-negativen Bakterien in der Leber verantwortlich sind [195-198]. Neutrophile sind kurzlebige
Zellen, welche im Blut zirkulieren und sind die ersten Leukozyten, die zum Ort einer Infektion oder
eines Gewebeschadens rekrutiert werden [199]. Fiir die Eliminierung von Bakterien besitzen diese Zel-
len eine Reihe von bakteriziden Effektorfunktionen, zu denen die Sekretion von MPO, NO und ROS
gehoren [4, 200]. So konnte fiir M. tuberculosis gezeigt werden, dass iNOS-defiziente Mause suszeptibler
gegeniiber einer Infektion waren und eine vermehrte bakterielle Replikation aufwiesen [201]. In der In-
fektion mit L. monocytogenes wiesen Neutrophil-depletierte Mause zudem eine erhéhte Bakterienlast
in der Leber und in der Milz auf [202, 203]. Dariiber hinaus verstarben diese frither an den Folgen der
Infektion. Diese Beobachtungen zeigen, dass Neutrophile essentiell fiir die bakterielle Eliminierung in
der Leber sind. Sowohl Neutrophile in der Milz als auch in die Leber infiltrierende Neutrophile phago-
zytierten R. typhi nachweislich (Abbildung 3.13, C). Die Depletion von Neutrophilen in CD17 SCID
Maiusen hatte jedoch iiberraschenderweise keinen Einfluss auf die Bakterienlast in den untersuchten
Organen (Abbildung 3.23). Daher ist anzunehmen, dass Neutrophile in der CB17 SCID Maus keine
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bedeutende Funktion bei der Eliminierung von R. typhi einnehmen. Sowohl Neutrophile in der Milz
als auch in der Leber zeigten jedoch einen aktivierten Phinotyp (Abbildung 3.15, C). Ahnlich wie bei
Makrophagen werden Neutrophile Effektorfunktionen normalerweise {iber Erkennung von Pathogenen
oder Zytokinen, die wiahrend der Infektion freigesetzt werden, induziert [4, 29]. Die Aktivierung der
Neutrophilen in der R. typhi-Infektion korrelierte jedoch, wie bereits bei Makrophagen beobachtet,
nicht mit der Phagozytose der Bakterien (Abbildung 3.16, B). Demnach koénnte auch die Aktivierung
von Neutrophilen moglicherweise auf indirekten Mechanismen wihrend der Infektion beruhen. Poten-
tielle Faktoren, die zu einer Aktivierung von Neutrophilen fiihren, sind auch hier DAMPs wie z.B.
Hitzeschockproteine (HSP) [13, 204], die in geschidigten Geweben freigesetzt werden. Diese konnen
Neutrophile einerseits direkt aktivieren oder aber lokale Kupfferzellen stimulieren, ROS, 1L-1, TNF«
und IL-6 sowie Chemokine freizusetzen [20]|. Dies induziert wiederum die weitere Rekrutierung und
Aktivierung von u.a. Neutrophilen zum Ort des Gewebeschadens. Neben der Funktion als Phagozyten
kann eine iiberschieffende Rekrutierung und Aktivierung von Neutrophilen zu einer Leberschidigung
fithren [4, 17, 28-30]. Hiermit werden vornehmlich die Freisetzung von ROS und NO sowie sekretierte
Proteasen in Verbindung gebracht. Die Rolle der Neutrophilen bei der Schiddigung der Leber in der
Infektion mit Rickettsien wurde bislang nicht untersucht. In dieser Arbeit wurden Neutrophile erstmals
als urséchlich fiir den Leberschaden in der Maus identifiziert (Abschnitt 3.4.1). Die Depletion dieser Zel-
len schiitzte die CB17 SCID Méuse vollstindig vor einer Schidigung der Leber. Sowohl makroskopisch
als auch histologisch waren keine Nekrosen mehr nachweisbar, und ein Anstieg der GPT-Werte wurde
nicht mehr beobachtet. Dennoch waren zelluldre Infiltrate in der Leber erkennbar. Hierbei handelte
es sich um Monozyten/Makrophagen (Abbildung 3.21; Abbildung 3.25, C & D). Offensichtlich tragen
diese jedoch nicht zur Schiadigung der Leber bei. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass der
Leberschaden nach R. typhi-Infektion in CB17 SCID M4&usen eine Ursache der Neutrophil-Aktivitét
ist und weniger auf einer direkten Zerstorung von Hepatozyten durch R. typhi beruht. Auch der Le-
berschaden R. conorii-infizierter CB17 SCID [129] und C3H/HeN Mause [159] ist mit infiltrierenden
Immunzellen assoziiert. Ein ursichlicher Zusammenhang zwischen der Infiltration dieser Zellen und der
beobachteten Lebernekrose wurde in diesen Studien jedoch nicht untersucht. Allerdings ist aus anderen
Tiermodellen ein schidigender Einfluss von aktivierten Neutrophilen auf die Leber bekannt. So konnte
nicht nur die Depletion von Neutrophilen in Tiermodellen mit Sepsis Leberschiden verhindern, sondern
auch die Gabe von Antioxidantien [205-207]. Obwohl eine Schédigung der Leber in Abwesenheit von
Neutrophilen nicht mehr beobachtet wurde, verstarben Neutrophil-depletierte CB17 SCID Méuse in
vergleichbarem Zeitraum wie Kontrollmause an den Folgen der R. typhi-Infektion (Abbildung 3.22).
Wahrscheinliche Ursache hierfiir ist die iiberschiefsende systemische inflammatorische Reaktion. Alle
gemessenen inflammatorischen Zytokine (IFN+, TNFa und IL-6) waren nach Depletion der Neutrophi-
len unverandert hoch (Abbildung 3.24). Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass Neutrophile nicht
nur eine untergeordnete Funktion in der Eliminierung von R. typhi besitzen, sondern auch keinen
Einfluss auf die systemische Inflammation haben. Hierfiir sind wahrscheinlich vornehmlich Monozy-
ten/Makrophagen verantwortlich. Die Zahl dieser Zellen war in der Milz von Neutrophil-depletierten
CB17 SCID Mausen nur unwesentlich erhéht (Abbildung 3.25, C). Diese Beobachtung stimmt mit der
Infektion von CB17 SCID Maéusen mit L. monocytogenes nach Depletion von Neutrophilen iiberein

[203]. Auch hier wurden keinen wesentlichen Unterschiede in der Zellzahl der Monozytenpopulation in
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der Milz beobachtet.

Abschliefend stellt Abbildung 4.1 die in CB17 SCID M4&usen beobachteten Reaktionen auf die Infektion
mit R. typhi sowie die hypothetischen Funktionen von Monozyten/Makrophagen und Neutrophilen

zusammenfassend dar.
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Abbildung 4.1: Hypthetische Funktion von Monozyten/Makrophagen und Neutrophilen in der Infektion
von CB17 SCID M&usen mit R. typhi. CB17 SCID Miuse des BALB/c Stammes sind suszeptibel fiir die Infekti-
on mit R. typhi. Diese Mause entwickeln bereits eine Woche nach Infektion eine schwere symptomatische Erkrankung,
und R. typhi disseminiert dabei in alle Organe. Im Verlauf der Infektion kommt es zu einer Akkumulation von Monozy-
ten/Makrophagen und Neutrophilen in der Milz, die ursichlich fiir die Entwicklung einer Splenomegalie in diesen Mausen
ist. Dariiber hinaus zeigen CB17 SCID Maiuse eine schwere Schédigung der Leber, die allein durch die immunpatholo-
gische Aktivitat der Neutrophilen verursacht wird. In der R. typhi-Infektion exprimieren Neutrophile iNOS und setzen
NO und zudem auch ROS frei, die sich schidigend auf die Leber auswirken kénnen. Obwohl Neutrophile R. typhi phago-
zytieren und diesen antibakteriellen Phinotyp aufweisen, haben sie bei der Eliminierung der Bakterien keine wesentliche
Funktion. Uber den Infektionsverlauf entwickeln CB17 SCID Méuse eine starke Inflammation mit hohen Konzentrationen
von IFN~, aber auch IL-6, MCP-1, TNF« und IL-12. Der Anstieg dieser Zytokine korreliert mit der Akkumulation von
Monozyten/Makrophagen und Neutrophilen in der Milz und Leber. Dabei sind Monozyten/Makrophagen wahrscheinlich
die Hauptproduzenten dieser Zytokine. Auch Monozyten/Makrophagen weisen in der Infektion einen aktivierten Phino-
typ auf, der durch die Expression von iNOS gekennzeichnet ist. Monozyten/Makrophagen erkennen R. typhi jedoch nicht
direkt und werden nicht auf klassische Weise aktiviert. Vielmehr scheinen Makrophagen in vivo indirekt {iber endogene
Gefahrensignale infizierter und/oder geschidigter Zellen bzw. Zytokine aktiviert zu werden. Diese Art der Aktivierung
reicht fiir die Eliminierung der Bakterien jedoch nicht aus, so dass es in der Folge zu einer Ausbreitung des Erregers
im gesamten Organismus kommt. Schlieflich versterben CB17 SCID Méuse vermutlich an den Folgen einer Sepsis. Die
Funktion der NK-Zellen in diesem Mausmodell ist noch unbekannt.
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4.3 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden bei der Infektion mit R. typhi Stamm-spezifische Unterschiede in
der Reaktion auf den Erreger, im Infektionsverlauf sowie dem Krankheitsbild in RAG1 KO (C57BL/6)
und CB17 SCID (BALB/c) Mausen festgestellt. RAG1 KO Méuse tiberlebten die Infektion mit R. typhi
fiir mehrere Monate, bevor sich die Bakterien im Gehirn ausbreiteten und die Méuse an den Folgen
einer Gehirnentzliindung verstarben. Sie besitzen demnach ein potentes angeborenes Immunsystem,
dass die Ausbreitung des Erregers und eine symptomatische Erkrankung iiber lange Zeit verhindert.
NK-Zellen besitzen hierbei nur eine untergeordnete Funktion. Es bleibt jedoch zu untersuchen, welche
Zellpopulationen letztlich die lang anhaltende Kontrolle der R. typhi-Infektion vermitteln und fiir die
frithe Zytokinfreisetzung, insbesondere von IFN+~, in RAG1 KO M&usen verantwortlich sind. Aufschluss
dariiber wiirde die durchflusszytometrische Analyse einzelner Zellpopulationen auf die Produktion von
IFN~ geben.

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten zudem auf eine wichtige Funktion der Makrophagen in der R.
typhi-Infektion hin. Die Depletion von Makrophagen in RAG1 KO Mé&usen kénnte zeigen, ob diese
Zellen zum einen fiir die Kontrolle der Infektion essentiell sind und zum anderen, durch die Analyse

der Zytokinkonzentrationen im Plasma der M&ause, welchen Beitrag sie an der Zytokinantwort haben.

Zusitzlich wire von Interesse die Bedeutung der untersuchten Zytokine bei der Abwehr von R. typhi,
insbesondere des dominierenden IFN+, zu untersuchen. In welchen Mafs einzelne Zytokine wie IFN~ und
TNF«a zum Infektionsverlauf beitragen, konnte durch die Applikation entsprechender neutralisierender
Antikérper untersucht werden. Eine weitere Méglichkeit wire die Verpaarung von RAG1 KO M&usen
mit entsprechenden Zytokin KO Mausen, wie [IFNy KO oder TNFa KO.

Eine Restimmulation von Zellen aus verschiedenen Organen, vor allem des Gehirns, und die anschlie-
fende durchflusszytometrische Analyse der Zytokinproduktion einzelner Zellpopulationen, kénnte au-

Berdem detailliert Aufschluss iiber eine lokale Inflammation und der daran beteiligten Zellen geben.

Im Gegensatz zu RAG1 KO M#4usen ist das angeborene Immunsystem der CB17 SCID Méiusen nicht
in der Lage, die Infektion zu kontrollieren, und es kommt zu einer frithen Dissemination des Erregers
in alle Organe. Im Infektionsverlauf entwickeln diese Miuse zudem eine starke Inflammation, die wahr-
scheinlich urséchlich fiir den Tod der Tiere ist. Die Aktivitdt von Neutrophilen konnte als Ursache
fiir den Leberschaden in CB17 SCID M3iusen identifiziert werden. In der vorliegenden Arbeit wurde
gezeigt, dass Neutrophile im Blut dieser Méuse ROS freisetzen und in der Leber vermehrt iNOS nach
Infektion exprimieren. Welche Faktoren tatséchlich lokal von Neutrophilen in der Leber freigesetzt
werden und zu der Schiadigung des Organs beitragen, wire von Interesse. Neben der Freisetzung von
ROS und NO entlassen Neutrophile nach Aktivierung aus ihren Granula eine Reihe weiterer Effektor-
molekiile wie Myeloperoxidase (MPQO), Laktoferrin und andere, die dabei gemessen werden kénnten.
Schliefslich kénnte die Verpaarung der CB17 SCID Maus mit KO Méausen (z.B. MPO KO, iNOS KO)
die Bedeutung dieser Molekiile fiir die Schidigung der Leber durch Neutrophile in dieser Infektion

zeigen.

Auch in CB17 SCID M&usen dominierte IFN~y die Zytokinantwort. Daneben waren Zytokine wie [L-6,

IL-12 und TNF« messbar, die in erster Linie von Makrophagen produziert werden. Eine durchfluss-
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4 Diskussion

zytometrische Analyse der Zytokinfreisetzung in NK Zellen, Makrophagen und Neutrophilen wiirde
Aufschluss dariiber geben, welche Zellen fiir die starke Inflammation in CB17 SCID Ma&usen verant-

wortlich sind.

Sowohl CB17 SCID als auch RAG1 KO Maiuse sterben schlieflich infolge der Infektion. Dies zeigt,
dass letztlich nur die adaptive Immunantwort einen langfristigen Schutz vermitteln kann. Besonders
interessant wire es deshalb, die Bedeutung insbesondere von zytotoxischen CD8", aber auch CD4™"
T-Zellen und B-Zellen, bei der Abwehr von R. typhi zu untersuchen. Beide in dieser Arbeit etablierten
Infektionsmodelle sind fiir diese Untersuchungen gut geeignet, da durch den Transfer isolierter CD8™,
CDA4" oder B-Zellen ganz gezielt der Beitrag dieser Zellpopulationen zum Schutz ermittelt werden kann.
Diese Transferexperimente kénnen zudem zeigen, welche Zellpopulationen welche Form der Pathologie
verhindern konnen. Vorldufige Ergebnisse dieser Arbeitsgruppe zeigen, dass nicht nur CD8™, sondern
auch CD4" T-Zellen, diesen Schutz vermitteln kénnen. Zudem stehen verschiedene Knockout-Méiuse
wie IFNvy KO, Perforin KO und andere zur Verfiigung. Der Transfer von T-Zellen aus diesen Tieren
in RAG1 KO oder CB17 SCID wird zusétzlich konkrete Aussagen iiber die zum Schutz bendtigten

Mechanismen der einzelnen Zellpopulationen erlauben.
Ein besseres Verstandnis iiber die Immunmechanismen die zur Pathologie und zum Schutz wihrend

einer R. typhi-Infektion beitragen, kann helfen in Endemiegebieten Behandlungsméglichkeiten zu ver-

bessern, eine Vakzine zu entwickeln und prizisere diagnostische Methoden zu etablieren.
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Zusammenfassung

R. typhi ist ein humanpathogenes obligat intrazelluldres Bakterium und der Erreger des endemischen
Fleckfiebers. Diese Erkrankung ist weltweit verbreitet, und eine Zunahme der Fallzahlen war in den
letzten Jahren zu verzeichnen. Im Allgemeinen verlduft die Infektion mit R. typhi ohne Komplikatio-
nen und mit nur milden Symptomen wie Fieber, Ubelkeit sowie Kopf- und Gliederschmerzen. Dennoch
kommt es in einigen Fillen zu einer Ausbreitung der Infektion und zu schweren Erkrankungen wie
interstitieller Pneumonie, Enzephalitis und Leberfunktionsstérungen. Ohne Behandlung mit Antibio-
tika verlauft die Infektion schiatzungsweise in 1 bis 5 % dieser Félle todlich. Eine Vakzine ist noch
nicht verfiigbar. Trotz der moglichen schweren Komplikationen und der weltweiten Verbreitung von
endemischem Fleckfieber ist noch wenig iiber die Immunantwort gegen den Erreger bekannt. Fiir die
Entwicklung geeigneter diagnostischer Tests, eines Impfstoffes aber auch besserer Behandlungsmog-
lichkeiten ist ein detailliertes Verstdndnis der Immunantwort und der Mechanismen die zum Schutz
und/oder aber zur Pathologie beitragen essentiell. Daher sollte in der vorliegenden Arbeit die ange-
borene Immunitdt gegen E. {yphi in einem Mausmodell charakterisiert und dabei auch untersucht

werden, ob angeborene Immunmechanismen zu der Pathologie beitragen.

Fiir die Analyse der angeborenen Immunitit wurden C57BL/6 und BALB/c Miuse sowie entspre-
chende B- und T-Zell-defiziente RAG1 KO (C57BL/6) und CB17 SCID (BALB/c) Méause derselben
Stdmme infiziert und auf die Entwicklung einer Erkrankung sowie pathologische Veréinderungen unter-
sucht. C57BL /6 Mause waren resistent gegeniiber der Infektion mit R. typhi und entwickelten nur einen
transienten Leberschaden. RAG1 KO Méuse des C57BL/6 Stammes entwickelten iiberraschenderweise
ebenfalls weder eine symptomatische Erkrankung noch eine detektierbare Bakterienlast in der initialen
Phase der Infektion und tiberlebten diese fiir mehrere Monate. Diese Mause wiesen bereits an Tag 3
Hochstwerte aller untersuchten Zytokine, insbesondere IFN~ aber auch MCP-1 und IL-6, im Plasma
auf, was zudem mit einem voriibergehenden leichten Anstieg der Monozyten/Makrophagen korrelier-
te. Erst 3 bis 4 Monate nach Infektion waren in RAG 1 M#usen Bakterien hauptséchlich im Gehirn
nachweisbar. Diese M#use verstarben an den Folgen einer Gehirnentziindung. M&use des C57BL/6
Stammes besitzen demnach eine potente angeborene Immunantwort, welche iiber einen langen Zeit-
raum vor der Ausbreitung der Bakterien in der Peripherie schiitzen kann. Dabei haben NK-Zellen nur
eine untergeordnete Funktion, so dass der Schutz wahrscheinlich durch die antibakterielle Aktivitdt
der Makrophagen vermittelt wird. Im Gegensatz dazu waren CB17 SCID Mause des BALB/c Stam-
mes hochsuszeptibel fiir die Infektion, entwickelten bereits nach einer Woche schwere Symptome und
verstarben an den Folgen der Erkrankung innerhalb von 3 Wochen. Anders als in RAG1 KO Mé&usen
disseminierte R. typhi innerhalb dieser Zeit in alle untersuchten Organe. Die Infektion war auferdem
begleitet von schweren Organschiden, insbedondere der Leber, sowie von einer starken systemischen

Inflammation. Vor allem zeigte sich eine hohe Konzentration von IFN~, aber auch IL-6, MCP-1, TNF«
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Zusammenfassung

und IL-12, iiber den Infektionsverlauf im Plasma. Der Anstieg der Zytokine korrelierte mit der Ak-
kumulation von Monozyten/Makrophagen und Neutrophilen in der Milz und Leber. Die Zunahme
dieser Zellen war urséchlich fiir die Entwicklung einer Splenomegalie in CB17 SCID Méusen. Sowohl
Neutrophile als auch Monozyten/Makrophagen phagozytierten R. typhi und zeigten einen aktivierten
antibakteriellen Phinotyp in der Milz und Leber, der durch die Expression von iNOS und die Freiset-
zung von ROS charakterisiert war. Die in CB17 SCID M&ausen auftretende Lebernekrose konnte jedoch
allein auf die immunpathologische Aktivitét der Neutrophilen zuriickgefithrt werden. Letztlich verstar-
ben diese Mause vermutlich an den Folgen einer iiberschiefenden Inflammation, die wahrscheinlich auf
der Aktivitit von Makrophagen beruht. Uberraschenderweise korrelierte die Aktivierung dieser Zel-
len jedoch nicht mit der Phagozytose von R. typhi. Dariiber hinaus reagierten Makrophagen in vitro
auf R. typht weder mit der Freisetzung von Zytokinen noch der verstirkten Expression von MHC-
oder kostimulatorischen Molekiilen. R. typhi aktiviert Makrophagen daher nicht direkt auf klassische
Weise und wird wahrscheinlich nicht von klassischen PRRs wie TLRs erkannt. Diese Beobachtungen
lassen vermuten, dass Makrophagen in vivo vielmehr indirekt iiber endogene Gefahrensignale infizier-
ter und/oder geschidigter Zellen bzw. freigesetzte Zytokine aktiviert werden, als durch den Erreger
selbst. Diese Ergebnisse zeigen, dass das angeborene Immunsystem von Méusen des BALB/c Stammes
die Infektion mit R. typhi nicht kontrollieren kann und bereits frith zur Pathologie beitrigt. Zusam-
menfassend deuten die Daten der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass die Stamm-spezifische zelluldre
Ausstattung sowie die Qualitéit der angeborenen Immunantwort den unterschiedlichen Infektionsver-
lauf und die Pathologie in RAG1 KO und CB17 SCID M&usen bestimmen. Fiir einen langanhaltenden
Schutz gegeniiber einer R. typhi-Infektion ist jedoch eine effiziente B- und T-Zell-vermittelte Immunitat

essentiell.
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Abstract

R. typhi is an obligate intracellular Gram-negative bacterium, causing endemic typhus in humans.
This disease is worldwide distributed with increasing cases during the last years. Endemic typhus is
accompanied by high fever, abdominal pain, nausea and vomiting. Although the course of disease is
usually mild, disseminated infection can cause severe complications such as interstitial pneumonia,
encephalitis, nephritis and liver dysfunction. If left untreated with antibiotics the lethality is estimated
to be 1 to 5 %. However, to date endemic typhus is still highly underdiagnosed and a vaccine is not
available. Moreover, little is known about mechanisms underlying pathology of this disease, reflecting
the importance of understanding the immune response to R. typhi. Therefore, the aim of this PhD
thesis was to investigate innate immune mechanisms that contribute to protection and to pathology in

a murine model of R. typhi infection.

For these analyses T and B cell-deficient RAG1 KO (C57BL/6) and CB17 SCID (BALB/c) as well
as corresponding wildtype mice were infected with R. typhi. Disease and pathology was assessed and
innate immune response was characterized. RAG1 KO mice surprisingly developed neither a sympto-
matic disease nor detectable bacterial burden and survived the initial phase of infection. Inflammatory
cytokines, especially IFN+v but also IL-6 and MCP-1, peaked around day 3 post infection and were
associated with temporary increase of monocytes/macrophages as well as of neutrophils. 3 to 4 month
post infection RAG1 KO mice, however, developed bacterial burden mainly in the brain and succum-
bed to lethal neurological disorders due to brain inflammation. Thus, mice of the C57BL/6 strain
possess an efficient innate immune response that is capable to protect mice from disseminated R. fyphs
infection in the periphery for a long period of time. NK cells were not responsible for this protection,
suggesting efficient antibacterial activity of macrophages. In comparison, CB17 SCID mice were highly
susceptible to R. typhi infection and died within 3 weeks. In these mice, R. typhi disseminated into all
organs during the course of infection. Moreover, these mice developed a strong systemic inflammation
characterized by high amounts of inflammatory cytokines such as IFN~v, IL-6 and MCP-1 as well as
TNF« and 1L-12 compared with control mice. The ongoing and increasing inflammatory response cor-
related with an increasing number of monocytes/macrophages and neutrophils in the spleen and liver
of affected mice. Furthermore, the accumulation of these cells was responsible for the development
of a splenomegaly. Both, monocytes/macrophages and neutrophils harbored R. typhi and showed a
bactericidal phenotype, characterized by the expression of iNOS and the release of ROS. These cell po-
pulations infiltrated the liver but solely neutrophils were found to be responsible for severe liver necrosis
in CB17 SCID mice. Thus, liver necrosis is due to the immune pathological activity of neutrophils.
Interestingly, activation of monocytes/macrophages and neutrophils did not correlate with bacterial
uptake. Moreover, R. typhi did not activate macrophages in vitro to release cytokines or upregulate

MHC or costimulatory molecules. These observations suggest that R. typh: is not conventionally re-
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cognized by PRRs such as TLRs. Therefore, activation of these cells in vivo might be mediated by
other factors such as endogenous danger signals released by infected and /or damaged cells or cytokines
rather than R. typhi itself. Thus, innate immune mechanisms of mice of the BALB/c strain are not
capable to control the infection and clearly contribute to pathology in these mice. Furthermore, the
different outcome of R. typhi infection in RAG1 KO and CB17 SCID mice suggest, that the course
of disease is determined by the cellular composition and quality of innate immunity which is based
on strain-specific genetic background. However, for long-term protection against R. typhi an efficient

adaptive immune response is essential.
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