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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Orientia tsutsugamushi (O. tsutsugamushi) ist ein humanpathogenes intrazelluldres Bak-
terium, das iiber Milbenlarven im siidostasiatischen Raum {ibertragen wird und als Aus-
loser des Tsutsugamushi-Fiebers gilt. Dieses fiihrt, abhéngig von dem Bakterienstamm, in
bis zu 70 % zum Tod. Bei der Abwehr von O. tsutsugamushi spielt eine massiv aktivierte
CD8" T-Zell-Antwort eine groke Rolle, die - wie aus anderen Infektionen bekannt - je-
doch negativ reguliert werden muss, um immunpathologische Phdnomene zu verhindern.
In dieser Arbeit wurde erstmals die Rolle der koinhibitorischen Rezeptoren CTLA-4, PD-
1, TIM-3 und LAG-3 auf die T-Zell-vermittelte Immunantwort wéhrend einer murinen O.
tsutsugamushi Infektion untersucht. Wahrend der experimentellen O. tsutsugamushi In-
fektion wurden die untersuchten koinhibitorischen Rezeptoren wihrend der akuten Phase
der Infektion vermehrt auf CD4" und CD8' T-Zellen exprimiert. CTLA-4 war dabei auf
CD4" T-Zellen quantitativ am stéirksten vertreten. Bei diesen CTLA-4 produzierenden
Zellen handelt es sich jedoch nicht um klassische Foxp3™ Regulatorische T-Zellen, da ge-
zeigt werden konnte, dass diese wiahrend der O. tsutsugamushi Infektion abnehmen. Auf
CD8" T-Zellen war TIM-3 der am stirksten vertretene negative Regulator. Wahrend die
anderen Regulatoren in der chronischen Phase wieder abnahmen, zeigte PD-1 ein zusétz-
liches Maximum in der chronischen Phase. Anders als aufgrund der Beobachtungen in an-
deren Infektionsmodellen zu erwarten, fithrte eine in vivo Blockade von CTLA-4 wahrend
der akuten Phase der O. tsutsugamushi Infektion zu einer massiven Steigerung des CD4*
und einer gleichzeitigen Abnahme des CD81 T-Zell-Anteils, der zudem einen verminderten
aktivierten Phénotyp durch eine reduzierte Expression von KLRG1, CD11a und CD44 auf-
zeigte. Zudem bedingte die Blockade von CTLA-4 einen Anstieg der Bakterienlast in der
Lunge. Auch eine spéte Blockade von PD-1 fithrte zu einer gesteigerten Bakterienlast in
der Lunge, verbunden mit einer gesteigerten Zytokinproduktion von IL-2 und IFN~ durch
T-Zellen. Eine kombinierte Blockade von PD-1, TIM-3 und LAG-3 hatte keinen Einfluss
auf die T-Effektorantwort sowie die Bakterienlast in der Lunge. Interessanterweise konnte
im Zusammenhang mit der erhdhten Bakterienlast nach der frithen CTLA-4 bzw. der spé-
ten PD-1 Blockade eine erhéhte Produktion des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10
gezeigt werden, die bei der unverédnderten Bakterienlast nach der kombinierten Blockade
nicht nachzuweisen war. Die Daten dieser Arbeit weisen darauf hin, dass CTLA-4 und
PD-1 wéhrend der O. tsutsugamushi Infektion nicht hauptséachlich die Effektorantwort in-
hibieren, sondern einen inhibitorischen Einfluss auf die regulatorischen Mechanismen der
T-Zell-Antwort zu haben scheinen, wobei es sich um einen bislang nicht beschriebenen
Effekt handelt. Dieser hat zur Folge, dass sich die Effektorantwort und der Verlauf der
antibakteriellen Abwehr durch die Blockade der negativen Kostimulation nicht verbessert,
sondern - zumindest temporar - verschlechtert.
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Summary

Summary

Orientia tsutsugamushi (O. tsutsugamushi) is a human pathogenic obligatory intracellu-
lar bacterium that is transmitted via mite larvae mainly in southeast asia and is said to
be responsible for the febrile disease, named scub typhus. Untreated scrub typhus leads
to death in up to 70 % of cases, depending on the O. tsutsugamushi strain. To control
O. tsutsugamushi a strong activated CD8' T cell response is necessary. But, related to
other infection models, the T cell response has also be negatively regulated to prevent
immunopathological effects. So far little is known about the coinhibition during an in-
fection with O. tsutsugamushi. During this thesis the role of the costimulatory receptors
CTLA-4, PD-1, TIM-3 and LAG-3 during the T cell mediated immune response was
analyzed during a murine infection with O. tsutsugamushi for the first time. After an
infection with O. tsutsugamushi the analyzed coinhibitory molecules were increased on
CD8" and CD4" T cells during the acute phase of the disease. Thereby CTLA-4 was
the most prominent marker on CD4" T cells. Due to the decrease of CTLA-41tFoxp3™
Tregs during the infection with O. tsutsugamushi this CTLA-4 expressing cells are no
classical Tregs. On CD8" T cells TIM-3 was the most prominent coinhibitor. While a
decrease of the other coinhibitory receptors during the chronic phase could be observed,
PD-1 showed a two-phase expression with an additional peak during the chronic phase
of the disease. In other infection models a blockade of coinhibitory receptors led to an
increased T cell immune response and a reduced pathogen burden. However an in wvivo
blockade of CTLA-4 during the acute phase of the O. tsutsugamushi infection caused an
increase of CD4" and a decrease of CD8" T cells, that showed moreover a less activated
phenotype with a decreased expression of KLRG1, CD11la and CD44. In addition there
was an increased bacteria load observed in the lung. Also a blockade of PD-1 during the
chronic phase of the disease led to an increased bacteria load in the lung associated with
an increased cytokine production of IL-2 and IFN~ by T cells. A combined blockade of
PD-1, TIM-3 and LAG-3 didn’t have an influence on the T effector response or the bacte-
ria load. Interestingly, there was a correlation of the bacteria load after the early CTLA-4
and the late PD-1 blockade with the production of the anti-inflammatory cytokine I1-10,
which wasn’t seen after a combined blockade.

The data show that CTLA-4 and PD-1 are not the main inhibitors of the T effector
response, but may have an inhibitory effect on coinhibitory mechanisms. This doesn’t
result in an improvement of the effector response and the bacterial clearance after a
blockade of the coinhibitors, but - at least temporary- in an impairment.
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1 Einleitung

1.1 Orientia tsutsugamushi

Orientia tsutsugamushi (O. tsutsugamushi; japanisch: tsutsuga = klein und gefahrlich;
mushi = Lebewesen) ist ein intrazelluldres humanpathogenes Bakterium aus der Familie
der Rickettsiaceae, das vor allem im siidostasiatischen Raum verbreitet ist [1]. Es gilt als
Ausloser des Tsutsugamushi-Fiebers, einer bisher zwar mittels Antibiotika behandelbaren,
jedoch eine Bakterienpersistenz aufweisende tropische Erkrankung, bei der die Inzidenz
auf etwa eine Millionen Félle pro Jahr geschéitzt wird [2-4]. Aufgrund der unspezifischen
Symptomatik der Infektion bleiben jedoch viele Fille undiagnostiziert [2]. Im Mittel ver-
laufen etwa 6 % der Infektionen todlich, wobei jedoch je nach O. tsutsugamushi Stamm
die Mortalitdt zwischen 0-70 % schwankt [2].

1.1.1 Taxonomie und Morphologie

0. tsutsugamushi wurde 1920 erstmals von dem Japaner Naosuke Hayashi entdeckt und
wurde zunéchst unter dem Namen Theileria tsutsugamushi bekannt [5]. Zu diesem Zeit-
punkt wurde der Erreger jedoch noch nicht als Bakterium identifiziert. 1930 wurde sogar
von einem Virus ausgegangen, der von Nagayo et al. der Gattung der Rickettsia zugeord-
net wurde und zu einer Namensénderung in Rickettsia orientalis fiihrte [6]. Um jedoch
beiden Entdeckern gerecht zu werden, wurde der Erreger schon ein Jahr spater in Rickett-
sia tsutsugamushi umbenannt |7]. Erst 1995 wurde aufgrund diverser Unterschiede zu den
Rickettsia die eigene Gattung Orientia eingefiihrt, so dass das Bakterium seinen heutigen
Namen Orientia tsutsugamushi erhielt [8]. Orientia tsutsugamushi unterscheidet sich zu
den Rickettsia zum Beispiel durch das Fehlen der Zellwandbestandteile Peptidoglykan
und Lipopolysacchariden (LPS) [8, 9] sowie durch Sequenzunterschiede der 16S rRNA [8].
Mohammed Gharaibeh konnte in diesem Zusammenhang zeigen, dass es durch das Fehlen
des LPS keine Liganden fiir den Toll-like Rezeptor 4 gibt [10].

Innerhalb der Art O. tsutsugamushi wird des Weiteren zwischen verschiedenen Stdmmen
unterschieden. Bisher bekannt sind neben den drei Hauptstdmmen Gilliam, Kato und dem
in dieser Arbeit verwendeten Karp Stamm, mehr als 30 weitere ausgeprégte Serotypen [11],
wobei neuere Studien von Nakayama et al. aufgrund der gestiegenen Zahl an Isolaten von
weitaus mehr Stdmmen ausgehen [12]. Des Weiteren spielt die hohe Rekombinationsrate
von O. tsutsugamushi bei der Evolutionsgenetik und somit bei der Mannigfaltigkeit des
Bakteriums eine wichtige Rolle [13].

0. tsutsugamushi ist ein intrazellulédres, gram-negatives Bakterium einer kokkoiden Form
mit einer Breite von 0,5-0,8 nm und einer Lange von 1,2-3 pm [14]. Seine Lebensweise, sein
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Replikationszyklus und seine klinische Relevanz werden in den nachfolgenden Kapiteln

naher beschrieben.

1.1.2 Lebensweise von Orientia tsutsugamushi

In seinen Wirten, die kleine Nagetiere, Vogel und Menschen darstellen konnen, lebt O.
tsutsugamushi iiberwiegend im Zytoplasma der Zellen, der Ort, an dem auch iiblicherwei-
se die Vermehrung des Bakteriums stattfindet [15, 16]. In Ausnahmefillen konnte auch
eine Vervielfiltigung im Zellkern beobachtet werden [17]. Im Rahmen der Vermehrung
durchlebt O. tsutsugamushi einen speziellen Replikationszyklus, der einen budding Pro-
zess beinhaltet und in den Abbildungen 1.1 und 1.2 schematisch dargestellt ist [15, 18].

Abbildung 1.1: Replikationszyklus von O. tsutsugamushi inklusive budding-Prozess.

O. tsutsugamushi wandert zur Oberflache der Wirtszelle (1). Dort spaltet sich das Bakterium von der Zelloberflache
ab und erhilt eine zusétzliche Membran (budding; 2). Eine Zielzelle phagozytiert die Orientien (3), woraufhin sie
die bei der Phagozytose entstandene Vakuole wieder verlassen (4). Die Bakterien liegen frei im Zytoplasma vor
und vermehren sich durch binére Teilung (5). Verdndert nach [15].

Ein vollstandiger Replikationszyklus dauert etwa 9 h und beginnt mit einer Wanderung
der Bakterien zur Oberfliche der Wirtszelle (1) [4]. Dort erhalten sie eine zusétzliche
Membran, indem sie sich von der Zelloberfliche abspalten (2; engl. budding). Welche
Rolle dieser dritten Membran zukommt und welche Stabilitéat diese besitzt ist bisher noch
nicht bekannt. Die Orientien werden darauthin von einer neuen, zu diesem Zeitpunkt
noch nicht infizierten Zelle, phagozytiert (3; Details siche Abbildung 1.2). Die Bakterien
verlassen im Anschluss die durch die Phagozytose entstandene Vakuole (4) und liegen
wieder frei im Zytoplasma vor, so dass die eigentliche Vervielféiltigung durch eine binére
Teilung stattfinden kann (5) [15].

Inzwischen sind weitere Details des Replikationszyklus bezogen auf die Internalisierung
des Bakteriums bekannt. Diese sind in Abbildung 1.2 dargestellt.
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Abbildung 1.2: Replikationszyklus von O. tsutsugamushi.

(A) O. tsutsugamushi besitzt ein spezifisches 56 kDa Antigen (56kDa-Ag) auf seiner Oberfliche, das an Fibronek-
tin, einem extrazelluldren Matrixprotein der Wirtszelle, bindet und so eine Interaktion mit dem wirtsspezifischen
Rezeptor Integrin ermdglicht. Durch die Interaktion zwischen O. tsutsugamushi und der Wirtszelle werden Si-
gnalmolekiile aktiviert, die die Internalisierung des Bakteriums in die Zelle durch einen Clathrin-vermittelten
Signalweg ermoglichen (B). (C) O. tsutsugamushi kolokalisiert kurz nach der Invasion mit den endosomalen Mar-
kern EEA1 und LAMP2. Unter der Beteiligung der Phosholipase D (PLD) wird das Bakterium aus dem Phagosom
entlassen (D). Es folgt eine Migration des Bakteriums entlang von Mikrotubuli (E), um eine Replikation in der
Néhe des Zellkerns zu ermdglichen (F). In Anlehnung an [18, 19].

Nachdem O. tsutsugamushi sich von einer Zelle abgespalten hat (siehe Abbildung 1.1;
2), bindet das Bakterium (A) mit Hilfe von seinem spezifischen 56 kDa Antigen (56kDa-
Ag) auf seiner Oberfliche [19] an Fibronektin, einem extrazellularen Matrixprotein der
Wirtszelle [19, 20]. Die Bindung an Fibronektin ermdoglicht eine Interaktion mit dem
wirtsspezifischen Rezeptor Integrin [18] wodurch es zu einer Aktivierung von Signalmole-
kiilen, wie etwa einer Adhésionskinase und Src Kinase 21| kommt, die die Internalisierung
(B) des Bakteriums durch die Wirtszelle mittels eines Clathrin-vermittelten Signalweges
ermoglicht [18, 22|. Welche Molekiile an der Bindung von dem wirtsspezifischen Rezeptor
Syndekan beteiligt sind, ist noch nicht bekannt [23]. Darauthin kolokalisiert O. tsutsu-
gamushi mit den endosomalen Markern EEA1 und Lamp2 [22| (C). Der Mechanismus,
mit dem das Bakterium das Phagosom wieder verlésst, ist bisher noch nicht vollstan-
dig geklart. Es wird vermutet, dass eine Beteiligung der Phospholipase D (PLD) fiir die
Zerstorung des Phagosoms sorgt und somit die Freilassung des Bakteriums bewirkt (D)
[24, 25]. Auch eine Ansduerung des Phagosoms konnte an der Freisetzung des Bakteriums
beteiligt sein [18]. Nach der Freilassung von O. tsutsugamushi in das Zytoplasma wandert
es entlang der Mikrotubuli (E) bis zum Mikrotubuli-Organisations-Zentrum [26]. In der
Néahe des Zellkerns erfolgt daraufthin die Replikation von O. tsutsugamushi durch bindre
Teilung (F) [15]. Anschliefend wird das Bakterium aus der Wirtszelle entlassen (siche
Abbildung 1.1; 1 und 2). Der Replikationszyklus kann nun erneut beginnen, um so die
Ausbreitung von O. tsutsugamushi auf weitere Wirtszellen zu gewéhrleisten.
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Im Menschen konnten vor allem Dendritische Zellen (DZ), Monozyten und Makrophagen
der Milz, Leber, Herz und Lunge als Wirtszellen nachgewiesen werden [27]. Aber auch
in Endothelzellen aller Organe und vieler Blutgefife ist O. tsutsugamushi post mortem
nach einer Infektion im Menschen zu finden [27]. In der Maus hingegen héngt es von der
gewihlten Infektionsroute ab, ob die Bakterien auch in den Endothelzellen nachgewiesen
werden konnen. So konnten die Bakterien in den Endothelzellen der Maus bisher ledig-
lich nach einer intravendsen Infektion gezeigt werden [28]. Nach einer subkutanen (sc.)
Infektion der Maus befinden sich die Bakterien vorwiegend in den Kupffer Zellen und Ma-
krophagen der Leber sowie in Milz, Lunge, Niere, Herz, Gehirn, Lymphknoten, Thymus
und in den Nebennieren [27, 29, 30].

In der Natur erfolgt die Verbreitung von O. tsutsugamushi zwischen den Wirten iiber Mil-
ben der Gattung Leptotrombidium als Hauptvektor (siehe Abbildung 1.3) [31]. Allerdings
konnte auch von Fillen berichtet werden, bei denen Milben anderer Gattungen (z.B. Blan-
kaartia sp. und Ascoschoengastia sp.) fiir die Ubertragung verantwortlich gemacht wurden
[32].

Mensch

® A
Larve 7 ; v\k«\

@ Larve

nach Blutmahlzeit

infiziert ¥

Transstadiale Ubertragung
von O.tsutsugamushi

Eier

Transovarielle Ubertragung
von O.tsutsugamushi
von Adulte auf Eier

Abbildung 1.3: Lebenszyklus einer Milbe der Gattung Leptotrombidium und Ubertragung von O.
tsutsugamushi. Milben durchlaufen einen Lebenszyklus von einem Ei (1) iiber ein Larven- (2; 4) und Nymphen-
stadium (5) bis hin zu einem adulten Tier (6). Die Larven erniéhren sich vom Blut bzw. Gewebsfliissigkeit kleiner
Nagetiere (3). Die Ubertragung von O. tsutsugamushi erfolgt durch den Biss einer infizierten Milbe, wobei der
Mensch ein Fehlwirt sein kann (7). Adulte Tiere iibertragen O. tsutsugamushi transovariell auf ihre Eier sowie
transstadial im Verlauf ihres Lebenszyklus. In Anlehnung an [31].

Milben leben iiberwiegend in Grasern und Unterholz und durchlaufen einen Lebenszyklus
von einem Ei (1) iber ein Larven- (2; 4) und Nymphenstadium (5) bis hin zu einem
adulten Tier (6) [1, 33]. Wihrend die Nymphen und Adulten frei am Boden zu finden
sind, erndhren sich ausschlieflich die Larven vom Blut kleiner Nagetiere und Vogel, die
am Boden auf Nahrungssuche sind [31]. Die Ubertragung von O. tsutsugamushi erfolgt
dabei durch einen Biss einer infizierten Milbenlarve [16]. Neuere Studien von Valbuena
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et al. gehen jedoch nicht von einer Blutmahlzeit, sondern von einer Gewebemahlzeit aus.
Die Milben durchbohren dabei die Epidermis mit ihren Cheliceren und formen eine Art
Rohre, durch die sie Hautzellen, Gewebsfliissigkeit und Lymphe aufnehmen koénnen [34].
0. tsutsugamushi wird transovariell von Adulten auf die Eier und somit auf die Milben
iibertragen. Des Weiteren wird das Bakterium transstadial im Verlauf des Lebenszyklus
der Milbe iibertragen. Menschen (7), die sich in der Nahe der Milben aufhalten, konnen
ebenfalls von diesen gebissen und somit mit O. tsutsugamushi infiziert werden. Auch wenn
sie lediglich als Fehlwirte gelten, sind immerhin jahrlich eine Milliarde Menschen dem
Risiko einer Infektion und somit einer Erkrankung am Tsutsugamushi-Fieber ausgesetzt
[31, 35]. Eine Infektion von Mensch zu Mensch ist zwar selten, konnte jedoch bereits
in Folge einer Stammzellspende nachgewiesen werden [36]. Auch bei Bluttransfusionen
besteht die Gefahr einer Infektion, da die Bakterien bis zu zehn Tage bei 4 °C und bis zu
45 Tage bei -70 °C {iberstehen kénnen [37].

1.1.3 Tsutsugamushi-Fieber - Symptome, Therapie und Epidemiologie einer
humanen Infektion

Das Tstutsugamushi-Fieber ist auch unter den Namen Japanisches Fleckfieber, Milben-
fleckfieber oder Buschfleckfieber bekannt. Es kommt {iberwiegend in dem sogenannten
,, [sutsugamushi-Dreieck® vor, das im Norden von Japan bis zum 6stlichen Teil Russlands
reicht und sich im Siiden bis Nord-Australien ausstreckt. Westlich ist das Gebiet von Pa-
kistan und Afghanistan begrenzt [38]. Somit gilt der gesamte siidostasiatische Raum als
Risikogebiet fiir eine Infektion mit O. tsutsugamushi (siche Abbildung 1.4) [31].

Abbildung 1.4: Verbreitungsgebiet des Tsutsugamushi-Fiebers.

Die Karte zeigt das Verbreitungsgebiet des Tsutsugamushi-Fiebers (schwarz). Im Norden reicht das Gebiet von
Japan bis zum 06stlichen Teil Russlands und streckt sich im Siiden bis Nord-Australien aus. Westlich ist das Gebiet
von Pakistan und Afghanistan begrenzt. Karte nach [31].

Inzwischen konnten vereinzelte Félle einer O. tsutsugamushi Infektion jedoch auch aufer-
halb der beschriebenen Region in Chile, Afrika sowie Dubai nachgewiesen werden [39-41].

Nach einer Inkubationszeit von iiblicherweise zehn bis zwolf Tagen treten nach einer Infek-
tion mit O. tsutsugamushi erste grippedhnliche Symptome, wie ein generelles Unwohlsein
verbunden mit Fieber, Kopfschmerzen und in manchen Féllen auch Hautausschlag auf
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[16, 38, 42]. In 60-100 % der Patienten bildet sich um die Bissstelle der Milbe eine nekro-
tische Stelle, die als Eschar bezeichnet wird [4, 42]. Es treten verschiedene Verlaufsformen
der Krankheit von mild bis tédlich auf, die von der jeweiligen Region und dem dort ver-
breiteten O. tsutsugamushi Stamm abhéngig sind [38, 43, 44]. In schweren Fillen kann
es zur Ausbildung von Enzephalitis, Kardiomyopathie und interstitieller Pneumonie kom-
men [38]. Auch die Entwicklung einer Meningitis sowie einem multiplen Organversagen ist
in schweren Féllen moglich [45]. Zudem kann ein Anschwellen der drainierenden Lymph-
knoten im Rahmen einer regionalen Lymphadenopathie sowie in 30 % der Patienten eine
stark vergroferte Milz und Leber beobachtet werden [38|. In der schweren Verlaufsform
der Krankheit sind auch Komplikationen der Lunge héufig zu verzeichnen [38|. Je nach
Region und O. tsutsugamushi Stamm enden unbehandelte Infektionen in bis zu 70 %
aller Félle todlich [2]. Bisher ist noch kein Impfstoff gegen O. tsutsugamushi verfiigbar.
Es besteht lediglich die Moglichkeit zur Behandlung eines Tsutsugamushi-Fiebers mit
Antibiotika. Dabei wird neben Chloramphenicol, Tetrazyklin, Azithromycin, Rifampicin
und Levofloxacin das besonders wirksame Doxyzyklin eingesetzt [46]. Eine Behandlung
mit [-Laktam Antibiotika ist nicht indiziert, da O. tsutsugamushi durch den fehlenden
Zellwandbestandteil Peptidoglycan eine Resistenz gegeniiber diesen Antibiotikatyp auf-
weist. Anders als bei anderen Bakterien kann eine Infektion mit O. tsutsugamushi durch
die Behandlung mit den oben aufgefithrten Antibiotika jedoch nicht geheilt werden. Die
natiirliche Folge einer abgelaufenen Infektion mit O. tsutsugamushi ist die Persistenz
des Erregers [47]. Aus klinischen Beobachtungen [48| und Tierversuchen [49] ist bekannt,
dass die Persistenz auch nach klinisch erfolgreicher Antibiotika-Therapie auftritt. Eine
Immunsupprimierung durch eine Behandlung mit Cyklophosphamid fiihrte in vivo zu ei-
ner Reaktivierung der Infektion [49]. Auch bei dem beschriebenen Fall der Infektion mit
O. tsutsugamushi durch eine Stammzelltransplantation fithrte zu einer Reaktivierung des
Bakteriums im Stammzellempfénger durch den GM-CSF (engl. granulocyte macrophage
colony-stimulating factor) [36].

Die einzige Mdglichkeit, die Folgen einer Infektion mit O. tsutsugamushi zu verhindern,
ist die Expositionsprophylaxe bei Reisen in endemische Gebiete durch Vermeidung von
Milbenlarvenbissen durch das Tragen von korperbedeckender Kleidung und Anwendung
von Repellents [50]. Des Weiteren muss weiter intensiv geforscht werden, um neue Thera-
piemoglichkeiten gegen O. tsutsugamushi zu finden.

1.1.4 Mausmodell

Zur Erforschung neuer Therapiemdglichkeiten des Tsutsugamushi-Fiebers werden iiber-
wiegend Méause eingesetzt, da sich dort die natiirliche Umgebung z.B. von Endothelzellen
am besten untersuchen lésst [34]. Inzwischen hat sich die Forschung zu dem Thema O.
tsutsugamushi so weiterentwickelt, dass auch spezielle an bestimmte Fragestellungen an-
gepasste Mausmodelle eingesetzt werden konnen. So nutzten Ha et al. beispielsweise ein
spezielles Autotransporterprotein von O. tsutsugamushi zur Immunisierung, um so eine
protektive Immunitét gegen das Tsutsugamushi-Fieber zu erlangen [51]. Inzwischen gibt

es bereits Studien, bei denen O. tsutsugamushi direkt durch infizierte Milben auf Mau-
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se iibertragen wird, um der natiirlichen Infektionsroute naher zu kommen [52]. Jedoch

bestehen damit bisher erst wenige Erfahrungen.

Mause eignen sich besonders gut zur Untersuchung der O. tsutsugamushi Infektion, da sie
als kleine Nager nicht nur den natiirlichen Wirt darstellen, sondern zudem eine Infektion
in den Mé&usen in vielen Punkten mit einer humanen Infektion vergleichbar ist [53]. So
zeigen Méuse ebenfalls an d10 - d15 nach der Infektion Krankheitssymptome [30]. Des
Weiteren konnte auch im Mausmodell gezeigt werden, dass O. tsutsugamushi eine Persis-
tenz aufweist. In diesem Zusammenhang konnten Fox et al. auch noch 610 Tage nach der
Infektion mit O. tsutsugamushi lebende Bakterien in Blut, Leber, Gehirn und den Nieren
nachweisen [54]. Die Schwere des Krankheitsverlaufes hingt dabei jedoch von dem O.
tsutsugamushi Stamm ab. Wéahrend andere O. tsutsugamushi Stdmme (z.B. Gilliam) eine
sehr schwankende Virulenz aufweisen, konnten Groves et al. fiir den Karp Stamm eine,
unabhéngig vom gewéhlten Mausgenotyp, stets vergleichbare Infektiositdt bezogen auf
das Uberleben der Miuse nachweisen [55, 56]. Unterschiedliche Ausprigungen des Krank-
heitsverlaufes hangen jedoch héufig auch von dem genetischen Hintergrund des Wirtes
ab [55]. Kekcheeva et al. konnte fiir C57BL/6 Méuse die grofste Resistenz gegeniiber O.
tsutsugamushi zeigen [57].

Neben der Wahl des Mausgenotypes und des O. tsutsugamushi Stammes ist auch die In-
fektionsroute im Mausmodell entscheidend. Wéhrend eine intraperitoneale (ip.) Infektion
in vielen Fillen letal verlauft, kann eine subkutane/intradermale (sc./id.) Infektion von
den Méusen in der Regel besser tiberstanden werden [56]. Auch wenn keines der Mausmo-
delle alle pathogenen Effekte einer humanen Infektion vereint, entspricht eine Infektion
in die Fufssohle der Maus, die eine sc. sowie eine id. Injektion vereint, am stiarksten einer
natiirlichen dermalen Infektion nach einem Milbenbiss [30].

1.2 Effektormechanismen gegen intrazellulare Erreger

Intrazelluldre Erreger lassen sich in Protozoen (z.B. Leishmania spec.), Viren (z.B. engl.
Lymphocytic Choriomeningitis Virus; LCMV) und Bakterien unterteilen. Bakterien kén-
nen einerseits intrazelluldr in Vakuolen (z.B. Mycobacteria sp., Salmonella sp. und Clamy-
dia sp.) vorkommen. Andererseits konnen Bakterien auch frei im Zytoplasma vorliegen,
wie es zum Beispiel bei Listeria monocytogenes (L. monocytogenes) sowie fiir alle Arten

der Rickettsiaceae und somit auch fiir O. tsutsugamushi der Fall ist.

Bei Infektionen mit intrazelluldren Erregern sind viele Gemeinsamkeiten in den Immun-
antworten zu beobachten. Im Rahmen der angeborenen Immunantwort phagozytieren zum
Beispiel Makrophagen infizierte Zellen und schliefsen die Bakterien in Phagosomen ein.
Die Makrophagen bilden nach ihrer Aktivierung die aus verschiedenen Untereinheiten be-
stehende NADPH-abhéngige Oxidase, die sich in der Phagolysosomenmembran befindet
[58-60]. Unter der Beteiligung der aktiven NADPH-abhéngigen Oxidase wird molekularer
Sauerstoff in Reaktive Sauerstoffspezies (engl. reactive ozigen species; ROS) umgewan-
delt. Zunéchst entstehen dabei aus dem molekularen Sauerstoff das Superoxidion (Oy™)

sowie weitere Radikale |58, 60]. Daraufthin wandelt die Superoxiddismutase wiederum das
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Superoxid in Wasserstoffperoxid um (H20s), das in der Lage ist, die sich im Phagolyso-
som befindenden Bakterien und andere Erreger abzutoten [58]. Es konnte bereits gezeigt
werden, dass die NADPH-abhéngige Oxidase nicht nur in Makrophagen, sondern auch
in humanen Endothelzellen exprimiert werden kann [61]. Des Weiteren konnte eine Be-
teiligung der ROS nicht nur in den Phagolysosomen nachgewiesen werden, sondern von
Feng et al. ebenso eine Rolle bei der Abwehr der Erreger im Zytosol zugewiesen werden
[62]. Beim Abtoten der intrazelluldren Erreger spielen jedoch nicht nur ROS eine Rol-
le. Auch Reaktive Stickstoffverbindungen (engl. reactive nitrogen species; RNS) wie z.B.
Stickstoffmonoxid (NO) sind in den Makrophagen an der Bekdmpfung der intrazelluldren
Erreger beteiligt [63]. Diese entstehen ebenfalls aus molekularem Sauerstoff, allerdings
unter der Beteiligung des Enzyms NO-Synthase [64]. Um ihrer Aufgabe nachgehen zu
konnen, miissen Makrophagen zunéchst aktiviert werden. Dies erfolgt durch die Zytokine
IFN~ und TNFq, die von T-Zellen, die zur adaptiven Immunantwort gehoren, nach einer

Antigenprisentation sekretiert werden.

Neben der angeborenen Immunantwort spielt die adaptive Immunantwort mit seinen T-
und B-Lymphozyten eine wichtige Rolle bei der Bekdmpfung von intrazelluldren Bakteri-
en, wobei im Rahmen dieser Arbeit der Fokus auf der T-Zell-Immunantwort liegt (siche
Kapitel 1.3).

1.3 Aktivierung und Regulation der T-Zell-Immunantwort gegen

intrazellulare Bakterien

T-Zellen haben ihren Ursprung im Knochenmark. Als Vorlduferzellen gelangen sie schlief-
lich iiber das Blut in den Thymus, in dem sie dann zu immunkompetenten T-Zellen
heranreifen [65]. Wahrend des Reifungsprozesses findet die Bildung des spezifischen T-
Zellrezeptors (TZR) durch Rekombination der TZR-Gene statt. Diese Genumlagerung
der TZR-Gene erméglicht die Bildung eines TZR-Repertoires, mit dem etwa 10'® ver-
schiedene Antigene erkannt werden kénnen [58]. Im Thymus finden zudem positive und
negative Selektionsprozesse statt [66, 67]. Im Rahmen der positiven Selektion sterben
T-Zellen durch Apoptose, deren TZR weder MHC-Klasse I (engl. major histocompatibi-
lity complex) noch MHC-Klasse II Molekiile erkennen kénnen, da diese T-Zellen keine
Funktion besitzen. Bei diesem Selektionsprozess wird auch eine Entscheidung dariiber ge-
troffen, welchen Korezeptor die T-Zelle tragen wird. Zu diesen Korezeptoren zdhlen CD4
und CD8. Die T-Zellen, die wahrend der positiven Selektion an MHC-I Molekiile binden,
verlieren ihr CD4-Oberflachenmolekiil und werden zu einfach positiven CD8" T-Zellen.
Umgekehrt verlieren die an MHC-II Molekiile bindende T-Zellen ihr CD8 und werden
zu CD4T T-Zellen [58, 65-67]. CD8" T-Zellen agieren wihrend der Immunantwort als
zytotoxische T-Lymphozyten (ZTL), wiahrend die CD41 T-Zellen als Helferzellen fungie-
ren und entsprechend ihrer Aufgaben weiter in verschiedene Subpopulationen unterteilt
werden konnen (Tgl, T2, Tg9, Ty17; Details siche Kapitel 1.3.1) [68-71]. In einem
weiteren Selektionsschritt, der negativen Selektion, miissen autoreaktive T-Zellen durch
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Apoptose sterben. Die reifen CD41 und CD8" T-Zellen verlassen den Thymus iiber die
Medulla und besiedeln die peripheren lymphatischen Organe als naive T-Zellen [58, 65].

Fiir die Bekdmpfung von intrazelluliren Bakterien konnte gezeigt werden, dass dabei
die T-Zell-Immunantwort, verbunden mit CD4% T-Zellen der Tx1 Subpopulation, sowie
CD8" ZTL, eine besonders wichtige Rolle spielt [72, 73]. Nagata und Koide zeigten in
diesem Zusammenhang, dass vor allem die zytotoxischen CD8" T-Zellen die wichtigs-
ten Effektorzellen gegen intrazelluldre, im Zytoplasma vorliegende Bakterien, sind [74].
Auch fiir eine Infektion mit O. tsutsugamushi konnte bereits nachgewiesen werden, dass
T-Zellen wihrend der Infektion eine entscheidende Rolle spielen [75]. Walker und Dum-
ler beschrieben in diesem Zusammenhang vorlaufige Daten, die auf die Bedeutsamkeit
der CD8" T-Zellen bei einer O. tsutsugamushi Infektion hinweisen. So beschrieben sie,
dass bei einer O. tsutsugamushi Infektion 100 % von CD8' T-Zell-defizienten Mausen
starben, wihrend die intravenose Infektionsdosis so eingestellt wurde, dass lediglich 50 %
der Wildtypmaéuse iiberlebten (|76]; Guang und Walker, bisher unveréffentlichte Daten).
Hauptmann et al. untersuchten ebenfalls die Rolle der CD8" T-Zellen in einer O. tsutsu-
gamushi Infektion. Hier waren B,M~/~ Miuse, denen der funktionelle MHC-I Komplex
und somit die Moglichkeit der positiven Selektion von CD8" T-Zellen im Thymus fehlen,
unfihig O. tsutsugamushi zu bekimpfen (Hauptmann et al., unveréffentlichte Daten). Un-
tersuchungen der Zytokinproduktion von restimulierten Milz- und Lungenzellen wahrend
einer Infektion mit O. tsutsugamushi zeigten zudem eine starke Produktion von IFN~y
und eine im Vergleich sehr schwache Produktion von Interleukin-4 (IL-4) [77], was auf
eine verstirkte Ty1 Antwort hindeutet |78].

Um intrazellulare Bakterien wie O. tsutsugamushi bekdmpfen zu konnen, miissen nai-
ve T-Lymphozyten zunéchst aktiviert werden. Dies erfolgt im peripheren lymphatischen
Gewebe (Milz und Lymphknoten) und wird als Priming bezeichnet |65, 79].

1.3.1 T-Zell-Aktivierung

Bevor die Aktivierung der T-Zellen stattfinden kann, muss zunéchst das intrazellulére
Bakterium als Pathogen erkannt werden. Diese Aufgabe iibernehmen vor allem Dendriti-
sche Zellen (DZ), die zu den wichtigsten Antigenprésentierenden Zellen (APZ) gehoren.
Sie nehmen das Pathogen am Ort der Infektion durch Phagozytose auf und transportieren
es liber die afferenten Lymphgeféfse in das nachstgelegene periphere lymphatische Gewe-
be, in der Regel den Lymphknoten. Chemokine, wie ELC (engl. EBV-induced molecule
1 ligand chemokine) und SLC (engl. secondary lymphoid-tissue chemokine), die an ihren
Rezeptor CCR7 binden, rekrutieren die DZ zu der in den Lymphknoten lokalisierten T-
Zell-Zone [80-82] . In diese gelangen tiber den Blutstrom gleichzeitig naive T-Zellen, die

zuvor im Knochenmark gebildet und im Thymus gereift sind.

Um Antigene préasentieren zu konnen, miissen DZ diese zunéchst in kleine Peptidfragmen-
te zerkleinern, einem Vorgang, der als Antigenprozessierung bezeichnet wird. Man unter-
scheidet dabei zwischen zwei verschiedenen Wegen der Prozessierung. Einerseits kénnen
DZ Bakterien und Viren iiber phagozytotische Rezeptoren (z.B. Mannoserezeptor) erken-

nen. Die so erkannten Antigene durchlaufen einen endozytotischen Weg, indem sie pro-
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zessiert werden und anschliefend von MHC-IT Molekiilen den CD4% T-Zellen présentiert
werden kénnen. Andererseits konnen Antigene direkt in das Zytosol der DZ eindringen
und dort synthetisierte Proteine prozessieren, die dann wiederum an MHC-I Molekiile
gebunden werden und an der Oberfliche den CD8" T-Zellen présentiert werden [58, 83].
Peptide, die von den MHC-I Molekiilen préasentiert werden, stammen demnach immer aus
dem Zytosol und Peptide, die von den MHC-II Molekiilen présentiert werden stammen
aus endozytotischen Vesikeln. MHC-I Molekiile prasentieren die Peptide dabei ausschliefs-
lich den CD8" T-Zellen, wahrend MHC-II Molekiile fiir die Prasentation der Peptide an
CD4" T-Zellen verantwortlich sind [58, 83].

Treffen nun naive T-Zellen mit einem fiir das Antigen spezifischen T-Zell-Rezeptor (TZR)
auf die DZ mit ihrem MHC-Molekiil-Peptid-Komplex, erhalten die T-Zellen ein erstes Si-

gnal (Signal 1), das zur Aktivierung der T-Lymphozyten benotigt wird (siehe Abbildung
1.5).

IL-2R ® IL-2

MHCI/II Y TZR

CD80/86 CD28

® Antigen O Zytokine

Signal 3

Signal 1

Signal 2

O

leferen21erung

Prohferatlon o o

Naive T-Zelle Effektor-T-Zellen

Abbildung 1.5: Die T-Zell-Aktivierung.

Fiir die vollstandige Aktivierung naiver T-Zellen wird eine Kombination aus drei Signalen benétigt. Signal 1:
Dem T-Zell-Rezeptor (TZR) wird das Antigen durch eine Dendritische Zelle (DZ) iiber den MHCI/II Komplex
préasentiert. Signal 2: Kostimulation durch die Bindung von CD28 auf der T-Zelle mit seinen Liganden CD80/86
auf der DZ. Die T-Zelle produziert darauthin das Zytokin IL.-2, das an seinen, durch Signal 1 und 2 hochregulierten,
IL-2 Rezeptor (IL-2R) auf der T-Zelle bindet. Signal 3: DZ produzieren Zytokine (z.B. IL-6, IL-12 oder TGFp),
die zur Differenzierung der T-Zellen in die verschiedenen Subpopulationen von T-Effektorzellen fiihren. Signal 1-3
fiihren so zur Differenzierung der T-Zellen in aktivierte Effektor-T-Zellen und 16sen deren Proliferation aus.

Dabei wird zwischen MHC-Klasse I (MHC-I) Molekiilen, die an CD8% T-Zellen binden
und MHC-Klasse II (MHC-II) Molekiilen, die an CD4% T-Zellen binden, unterschieden.
Zur vollstandigen Aktivierung naiver T-Zellen sind diese jedoch auf ein weiteres Signal
(Signal 2), das in Form einer Kostimulation auftritt, angewiesen. Dazu bindet CD28, das
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von allen naiven T-Zellen auf der Oberflache exprimiert wird, an seine Bindungspartner
CD80/CD86 (B7.1/B7.2), die jedoch erst nach Aktivierung der DZ auf diesen zu finden
sind. Die Aktivierung der DZ erfolgt durch die Erkennung von pathogenassoziierten mo-
lekularen Mustern (PAMP) der Erreger durch Toll-like Rezeptoren (TLR) auf den DZ
[58, 84, 85]. Im Rahmen der T-Zell-Aktivierung fiithrt die Kombination aus Signal 1 und
Signal 2 zu einer Induktion der Produktion von IL-2 (Interleukin-2), sowie der a-Kette
des IL-2 Rezeptors, die zusammen mit den schon auf den naiven T-Zellen exprimierten
B- und y-Ketten einen hochaffinen I1.-2 Rezeptor bilden. Die Bindung des IL.-2 an seinen
IL-2 Rezeptor fiihrt in Kombination mit Signal 1 und Signal 2 zu einer Proliferation der
T-Zellen. Dieser Vorgang, bei dem aus einer T-Zelle tausende T-Zellen mit der gleichen
Rezeptorspezifitit entstehen, wird als klonale Expansion bezeichnet [65, 86].

In Folge ihrer Aktivierung produzieren DZ verschiedene Zytokine, die dariiber entschei-
den, in welchen Subtyp die T-Lymphozyten differenzieren (Signal 3) [58|. So produzieren
sie z.B. das Interleukin-12 (IL-12), ein Zytokin, das dafiir sorgt, dass eine Immunantwort
in Richtung einer Ty 1 Antwort verlduft [87]. Zu Signal 3 tragen neben IL-12 auch TNF«
(Tumornekrosefaktor-ar) und andere Zytokine bei. Es handelt sich dabei sowohl um Zy-
tokine, die von den DZ freigesetzt werden, als auch um autokrin wirkende Zytokine, die
die T-Zellen selbst produzieren [58, 65|

Bei den CD4% T-Zellen gibt es distinkte T-Zell-Populationen mit einer prinzipiell iden-
tischen Rezeptorausstattung, die sich jedoch aufgrund ihrer Zytokinproduktion in ver-
schiedene Subtypen voneinander abgrenzen lassen. Es kann zwischen Ty1l, Ty2, TH9
und Ty 17 Zellen unterschieden werden [68, 70, 71]. Ty 1 Zellen spielen bei der zelluldren
Immunitét eine Rolle und zeichnen sich durch eine Produktion von IL-2 und IFN~y aus,
wahrend Tgy2 Zellen IL-4, IL-5 und IL-13 produzieren und in die humorale Immunitét
involviert sind |71]. Ty17 Zellen produzieren hingegen das proinflammatorische Zytokin
Interleukin-17 (IL-17) und sind an Inflammationsprozessen beteiligt [69, 70]. Bei der noch
am jiingsten entdeckten Subpopulation der CD4% T-Zellen handelt es sich um die T79
Zellen, die ihrem Namen entsprechend IL-9 produzieren [68]. Da fiir die Abwehr der in-
trazellularen Bakterien die Ty1 Zellen die grofsite Rolle spielen, wird im Folgenden auf die
Darstellung der anderen Subpopulationen verzichtet.

Fiir die Differenzierung der CD4% T-Zellen in die Ty1 Subpopulation sind die Zytokine
IL-12 und Interferony (IFN+y) notwendig [87, 88]. Das IFN~y sorgt dabei fiir eine Akti-
vierung des signalvermittelnden Proteins statl, das wiederum T-Zellen zur Expression
des Transkriptionsfaktors T-bet anregt. T-bet selbst induziert die Expression einer 1L-12
Rezeptor Untereinheit und aktiviert das Gen fiir IFN~ innerhalb der T-Zellen. Durch die
Bindung von IL-12 an seinen Rezeptor wird wiederum stat4 aktiviert, das schlussendlich
zur Differenzierung der CD4" T-Zellen in die Ty 1 Subpopulation fiihrt [58, 65, 89|. Fiir
die Differenzierung von CD8% T-Zellen in ZTL wird das gleiche Zytokin-Milieu wie zur
Differenzierung der CD4" T-Zellen in Ty 1 Zellen benotigt. Der Unterschied liegt lediglich
in der Bindung des TZRs an den MHC-I Molekiil-Antigen-Komplex auf DZ, wie es fiir
CD8" T-Zellen iiblich ist [90]. Sobald sich die T-Zellen in die notwendige Subpopulation
differenziert haben, gelangen sie iiber den Blutstrom zu dem Ort der Infektion, um dort
ihren jeweiligen Aufgaben nachgehen zu kénnen.
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Funktionen der Ty1 und ZTL Subpolulationen:

Die T-Zellen der Ty 1 Subpopulation sind durch ihre Produktion von IFN~ fiir die Aktivie-
rung von Makrophagen zustdndig, die wiederum die Pathogene und somit auch intrazel-
lulére Bakterien aufnehmen und in ihren Phagolysosomen zerstoren sollen (siehe Kapitel
1.2) [58-60]. Bei intrazellularen Bakterieninfektionen sind besonders ZTL gefragt, die di-
rekt fiir die Abtotung der infizierten Zellen sorgen, wobei mehrere Schritte durchlaufen
werden. Zunachst miissen die ZTL tiber den T-Zell-Rezeptor mit ihren infizierten Ziel-
zellen und dem darauf iber MHC-I présentierten Antigenfragment in Kontakt treten.
Durch die Bindung setzen die ZTL zytotoxische Granula frei, in denen sich zytotoxische
Proteine, wie z.B. Perforin und Granzyme (Serinproteasen) befinden. Uber das Adhisi-
onsmolekiil LFA-1 (Komplex aus CD11a und CD18), das auf der Oberfliche von ZTL
liegt und an ICAM (engl. intercellular adhesion molecule) auf der Zielzelle bindet, wird
eine immunologische Synapse ausgebildet, die fiir eine spezifische Kontaktstelle zwischen
ZTL und Zielzelle sorgt [65, 91]. Gleichzeitig sorgen sie dafiir, dass die Granula in die
Néhe der immunologischen Synapse gelangen, um dort ihre zytotoxischen Proteine ziel-
gerichtet freisetzen zu konnen. Das aus den Granula freigelassene Perforin bildet kleine
Poren, durch die Calciumionen (Ca*") in die Zielzelle gelangen. Durch die entstehenden
elektrostatischen Wechselwirkungen lagern sich Granzyme an die Zielmembran an und
werden durch Endozytose aufgenommen [65, 92]. Das eindringende Granzym A fiihrt zu
einer Schadigung der Mitochondrien in der Zielzelle, die zum Zelltod fithrt. Granzym B
(GrzB) hingegen sorgt fiir eine Spaltung und Aktivierung der Caspase-3, die wiederum
als Effektorcaspase ein Bestandteil einer Enzymkaskade zur Einleitung der Apoptose und
somit fiir die Bekdimpfung der infizierten Zielzellen ist [65, 93].

Aktivierungsmarker - Verinderung der ZTL nach der Aktivierung:

Aktivierte T-Zellen exprimieren ein anderes Repertoire an Oberflichenrezeptoren als nai-
ve T-Zellen. Diese Marker kénnen zur Identifikation mittels Durchflusszytometrie ge-
nutzt werden. So konnte bereits gezeigt werden, dass CD11la («a-L-Integrin) als eine
Untereinheit des zur immunologischen Synapse gehorenden Adhédsionsmolekiils LFA-1
(CD11a/CD18) zum Beispiel nach einer Infektion mit L. monocytogenes auf CD8" T-
Zellen erhoht exprimiert vorliegt [94]. LFA-1 ist ein 5 Integrin und bindet an seine Li-
ganden ICAM-1 und 2. Vor der Bindung an seine Liganden muss LFA-1 jedoch zunéchst
aktiviert werden [95]. Die Aktivierung kann neben Chemokinen auch z.B. durch den TZR
und CD3 sowie CD28 ausgelost werden [96, 97|. Neben der Hochregulation von CD11a
regulieren die CD8" T-Zellen das Zell-Adhésionsmolekiil L-Selektin (CD62L), das fur
die Rekrutierung der T-Zellen zum Ort der Infektion verantwortlich ist, herunter und ver-
lassen das lymphatische System in Richtung des Infektionsortes [94, 98]. CD62L bindet
bevorzugt an GlyCAM-1 (engl. glycosylation-dependent cell adhesion molecule-1), das
sich auf hochendothelialen Venolen befindet [99]. In Patienten mit dem Tsutsugamushi-
Fieber korreliert das Serumlevel an 16slichem L-Selektin mit den Symptomen der Krank-
heit [100]. Auch wihrend einer LCMV Infektion konnte gezeigt werden, dass gerade zum
Peak der Infektion die CD8" T-Zellen meistens CD62L9 sind [101]. Zudem weisen
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die CD62L"™edri CD8* T-Zellen den typischen Effektormarker KLRG1 (engl. killer cell
lectin-like receptor subfamily G member 1) auf [101]. KLRGI gilt als Marker fiir teminal
differenzierte CD8% T-Zellen [102]. KLRG1% T-Zellen besitzen eine stabile Effektorfunk-
tion, ihnen fehlt jedoch die Féahigkeit zu proliferieren. Wahrend des Differenzierungspro-
zesses in ZTL tauschten die CD8" T-Zellen das CD28 gegen das inhibitorische Molekiil
KLRG1 aus. Es besitzt ein ITIM Motiv (engl. immunoreceptor tyrosine-based inhibitory
motif ), das inhibierend auf den Signalweg wirkt und somit die Proliferation verhindert
[103, 104]. Ein Fehlen von KLRG1 in KLRG1-defizienten Mé&usen hat jedoch bei einer
LCMV Infektion keinen Einfluss auf die CD8% T-Zellen im Vergleich zu den Kontroll-
mausen. KLRG1 scheint demnach zumindest bei einer LCMV Infektion nicht essentiell zu
sein [105]. Bei der Hauptaufgabe der ZTL, infizierte Zielzellen durch Apoptose abzutoten,
spielt unter anderem die Serinprotease GrzB eine wichtige Rolle (siehe Kapitel 1.3.1 ) und
dient somit ebenfalls als ein geeigneter Aktivierungsmarker fiir CD8% T-Zellen. Da es je-
doch in Granula lokalisiert ist, muss es fiir durchflusszytometrische Analysen intrazellulér
gefarbt werden. De Fost et al. konnten in Patienten mit dem Tsutsugamushi-Fieber im

Serum einen Anstieg an loslichem GrzB nach der Infektion nachweisen [106].

Auch die Ausschiittung von Zytokinen kann einen hilfreichen Anhaltspunkt iiber den
Aktivierungszustand der T-Zellen nach einer Infektion geben. Jerrells et al. zeigten in
Méusen, die mit O. tsutsugamushi infiziert wurden, einen Anstieg an TNFa im Serum, was
zum einen zur Hochregulation von Zelladhésionsmolekiilen (u. a. P-Selectin, E-Selectin
und ICAM-1) fiihrt und zum anderen eine lokale inflammatorische Antwort generiert
[100, 107|. Ebenso liegt IFN~, sowohl im Serum als auch durch T-Zellen produziert, in O.
tsutsugamushi infizierten Mausen erhéht vor [30, 77]. Dort spielt das Zytokin eine wichtige
Rolle fiir eine effektive Bekdmpfung von O. tsutsugamushi durch Makrophagen [108, 109].
Doch nicht nur im Mausmodell, sondern auch in Patienten mit dem Tsutsugamushi-Fieber
konnte eine erhéhte IFNv-Produktion im Blutplasma nachgewiesen werden [110].

Ein gemeinsames Charakteristikum vieler infektionsinduzierter T-Zell-Antworten ist, dass
die Immunantwort wieder abnimmt, sobald das Pathogen bekimpft wurde, um so eine
Immunpathologie durch chronische Entziindungsreaktionen zu vermeiden. Deshalb wird
schon bei der T-Zell-Aktivierung ihre Deaktivierung durch eine Hochregulation koinhibi-
torischer Rezeptoren mit induziert [65, 111].

1.3.2 T-Zell-Regulation

Eine Immunantwort héngt immer von einem Gleichgewicht zwischen Reaktionen, die ei-
nerseits die Infektion kontrollieren und auf der anderen Seite einer umgekehrten Antwort,
die Entziindungsreaktionen und Autoimmunerkrankungen vorbeugen, ab [111]. Das Im-
munsystem muss also zunéchst eine Immunantwort gegen einen Erreger zulassen, um ihn
bekdmpfen zu konnen. Gleichzeitig muss eine iiberschiefende Reaktion, verbunden mit
Gewebsschadigungen, verhindert werden [65, 111]. Der Mechanismus, mit dem die Immu-
nantwort nach der T-Zell-Aktivierung wieder gebremst wird, wird als periphere Toleranz
bezeichnet und erfolgt durch regulatorische T-Zellen (Tregs). Bei den Tregs wird zwi-
schen den zwei grofsen Subpopulationen nattirliche Tregs (nTregs) und induzierbare Tregs
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(iTregs), zu denen wiederum verschiedene Populationen gehoren, unterschieden (65, 112].

Natiirliche Tregs (nTregs)

Bei den natiirlichen Tregs handelt es sich um die wichtigste Gruppe der regulatorischen
T-Zellen, die 1995 erstmals von Sakaguchi et al. entdeckt wurden [113]. Die Entstehung
der CD4" nTregs erfolgt direkt im Thymus, woraufhin sie dann in das periphere Ge-
webe einwandern, um dort die Aktivierung von autoreaktiven T-Zellen zu unterdriicken
[111, 114, 115|. In diesem Zusammenhang konnte bereits gezeigt werden, dass eine Deple-
tion der Tregs zu einer Ausbildung spontaner Autoimmunerkrankungen bei Nagern fiihrt
[116]. Bopp et al. konnten bereits zeigen, dass nTregs ein hohes Level an cAMP (engl. cyclic
adenosine monophosphate) besitzen, das Membranen verschiedener Zellen iiber Kontakt-
stellen iiberqueren kann und einen moglichen Inhibitor der T-Zell-Proliferation und I1L-2
Synthese darstellt [117].

Die nTregs machen etwa 5-10 % der peripheren T-Zellen in der Maus aus und weisen eine
hohe Expression des IL-2 Rezeptors CD25 auf [111]|. Des Weiteren exprimieren sie, wie
nahezu alle Tregs, den Transkriptionsfaktor Foxp3 (engl. forkhead box p3). Allerdings
dient Foxp3 nur in Méusen als Marker fiir Tregs, da in Menschen Foxp3 auch auf aktivier-
ten T-Zellen hochreguliert wird [118|. nTregs zeigen zudem eine gesteigerte Expression
des inhibitorischen kostimulatorischen Molekiils CTLA-4 (engl. cytotozic T lymphocyte-
associated protein /), das eine wichtige Rolle im supprimierenden Mechanismus der nTregs
tiber Zell-Zell-Kontakte iibernimmt [111, 119, 120|. CTLA-4 interagiert dabei mit CD80
und/oder CD86 auf der Oberfliche der APZ, wie z. B. DZ, und verhindert hier eine wei-
tere Kostimulation der T-Zellen (Signal 2) und somit die erfolgreiche T-Zell-Aktivierung
und Proliferation (weitere Details zu CTLA-4 siehe Kapitel 1.3.3) [111].

Auch wihrend einer Infektion mit O. tsutsugamushi konnten bereits nTregs nachgewiesen
werden, allerdings zeigten Cho et al. in diesem Zusammenhang im Blut von Patienten
mit dem Tsutsugamushi-Fieber eine Reduktion der nTregs sowohl wahrend der akuten
Phase als auch wihrend der Rekonvaleszenzzeit [121]. Bei anderen Infektionen, wie z. B.
mit M. tuberculosis oder Vaccinia Virus, konnte hingegen eine Zunahme an Tregs im
Vergleich zu nicht infizierten Kontrollgruppen gezeigt werden [122, 123]. Wahrend einer
Wurminfektion mit Strongyloides ratti konnte die Zunahme der nTregs sogar mit einer

verbesserten Wurmabwehr in Verbindung gebracht werden [124].

Induzierbare Tregs (iTregs)

Neben den nTregs stellen die induzierbaren Tregs (iTregs) die zweite wichtige Subpopu-
lation regulatorischer T-Zellen dar. Bei den iTregs wird weiter zwischen drei Subpopula-
tionen unterschieden. Sie entstehen alle in der Peripherie aus naiven CD4% bzw. CD8*
T-Zellen, jedoch erst nach der Présentation eines Antigens durch DZ. iTregs expandie-
ren demnach antigen-spezifisch aus zuvor antigen-spezifisch aktivierten naiven T-Zellen,
was sie im Wesentlichen von den nTregs unterscheidet [125]. Ob DZ wie im Kapitel 1.3.1
beschrieben CD4% und CD8" T-Zellen zur Differenzierung von Tyl Zellen bzw. ZTLs
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veranlassen, oder wie hier beschrieben eine Induktion von iTregs auslosen, hingt dabei
stark von ihrem Reifungszustand ab [126-129]. Fiir die Induktion von iTregs sind unreife
DZ verantwortlich, die einen intermedidren Phenotyp, bestehend aus einer gesteigerten
MHC und CD86 Expression sowie einer geringen Expression des kostimulierenden Mole-
kiils CD40 und des Adhésionsmolekiils ICAM1 (engl. intercellular adhesion molecule 1)
aufweisen [126, 128, 130-132|. Der Vorgang ist dabei spezifisch fiir das Antigen, dem die
DZ zuvor ausgesetzt wurden [126]. Gleichzeitig steht die Induktion der iTregs unter dem
Einfluss von Zytokinen wie Interleukin-10 (IL-10), Transforming growth factor-g (TGFp)
und IFN~v. Aus den CD8" T-Zellen gehen sogenannte CD8" regulatorische T-Zellen her-
vor, wihrend die CD4" T-Zellen einerseits zur Differenzierung in Ty3 Zellen (T Helfer
Zellen Typ 3) und andererseits in Tgl Zellen (Regulatorischer T-Zell Typ 1) veranlasst
werden. Die Tgr1 Zellen wurden erstmals 2002 von McGuirk et al. in einer Bordetella per-
tussis (B. pertussis) Infektion in M&ausen gezeigt, bei denen die Tg1 Zellen spezifisch fiir

das bakterielle Antigen waren und supprimierend auf die Ty1 Zellen einwirkten [130].

Im Gegensatz zu den nTregs wahlen die iTregs nicht den Zell-Zell-Kontakt, um auf die
Immunantwort einzuwirken, sondern sekretieren immunsupprimierende Zytokine [111]. So
erreichen die CD8" regulatorischen T-Zellen ihre immunsuppressive Funktion durch die
Produktion von IL-10 und TGFS [133, 134]|. Die CD4% Ty3 Zellen produzieren eben-
falls grofse Mengen an TGFfS und variierende Mengen an IL-10 sowie IL-4 [111]. Eine
Ausnahme innerhalb der Tregs bilden die ebenso zu den iTregs gehorenden Tl Zellen.
Als einzige Treg Subpopulation exprimiert sie kein Foxp3 und nur wenig CD25 [65]. Die
Zytokinproduktion ist jedoch durch die Sekretion von IL-10 und TGF/j vergleichbar mit
den anderen iTregs [111]. Bei den iTregs inhibiert das IL-10 dabei die Produktion von
TNF«a und IL-12 durch DZ und Makrophagen sowie die IFN~y-Produktion der T-Zellen
[111]. Das TGF hemmt hingegen die Ty 1 Zellantworten, indem es auf die Expression des
Transkriptionsfaktors Tbet und des IL-12R einwirkt [135-137]. Es wurde bereits gezeigt,
dass die Produktion von TGFf durch Tregs eine Induktion der IL-10-Produktion durch
Ty1 Zellen herbeifiihrt, indem es zu einer Aktivierung des IL-10 Promotors {iber das Gen
SMAD4 (engl. SMAD Family Member 4) fiihrt [138].

Durch die Sekretion der immunsupprimierenden Zytokine unterstiitzen die iTregs die T-
Zell-Regulation bei Infektionen vor allem mit Pathogenen, die in ihrem Wirt persistieren
oder eine chronische Infektion auslosen [111]. Zu der Rolle der iTregs wéhrend einer O.
tsutsugamushi Infektion liegen bisher keine Informationen vor. Allerdings konnte fiir die
B. pertussis Infektion gezeigt werden, dass Txr1 Zellen dabei helfen, pathologische Effekte
durch Entziindungsreaktionen zu verhindern. Aufterdem verbessern sie die Bekdmpfung
der Pathogene, indem sie Schiadigungen der begeifselten Epithelzellen, die fiir die Beseiti-
gung von Bakterien aus der Lunge benétigt werden, vorbeugen [111].

Obwohl Tregs eine entscheidende Rolle dabei spielen, eine Immunpathologie im Wirt zu
verhindern, kénnen sie im Gegensatz dazu auch niitzlich fiir Pathogene sein, indem sie
ihnen erleichtern, eine chronische Infektion zu entwickeln. Viele Pathogene haben Strate-
gien entwickelt, das Immunsystem des Wirtes zu umgehen, um ihre eigene Persistenz zu

ermoglichen. Dies erreichen sie einerseits, indem sie das Immunsystem durch die Produk-
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tion von immunsupprimierenden Zytokinen inhibieren, oder aber andererseits, indem sie
direkt mit den Effektormechanismen interagieren. So inhibieren Tg1 Zellen zum Beispiel
bei einer Infektion mit M. tuberculosis die Tyl Immunantwort iiber die Produktion von
IL-10, so dass der Erreger nicht erfolgreich bekdmpft werden kann [111]. Fiir B. pertus-
sis konnte in diesem Zusammenhang gezeigt werden, dass die Persistenz des Bakteriums
direkt mit der Induktion von IL-10 produzierenden CD4" Tyl Zellen assoziiert werden

kann, und das Bakterium so gezielt der Ty1 Immunantwort des Wirtes entgeht [111].

1.3.3 T-Zell-Koinhibition

Neben den Tregs besitzen T-Zellen nach ihrer Aktivierung spezielle koinhibitorische Re-
zeptoren auf ihrer Oberflache, die zur T-Zell-Regulation beitragen [65]. Die negative Re-
gulation spielt sowohl bei akuten als auch bei chronischen Infektionen eine Rolle, jedoch
unterscheiden sich die Funktionen je nach Phase der Infektion. Wahrend der akuten Phase
der Infektion werden negative Koinhibitoren voriibergehend exprimiert, um die Immun-
antwort einzuschrinken und eine Uberaktivierung zu verhindern [139-143|. Bei vielen
chronischen Infektionen verlieren die zuvor aktivierten antigenspezifischen Effektor T-
Zellen im Verlauf der Zeit ihre Funktionalitdt und erreichen einen Erschopfungszustand
[144]. Die sogenannten erschopften T-Zellen zeichnen sich durch Defekte bei ihrer Pro-
liferation, IL-2-Produktion und Zytotoxizitit sowie eine fehlende Produktion von TNF«
und IFN~ aus [145]. Im Gegensatz dazu exprimieren sie hohe Level an koinhibitorischen
Rezeptoren, die ihre Liganden auf den APZ finden [146, 147|.

Die Regulation der Immunantwort durch koinhibitorische Rezeptoren bietet jedoch nicht
nur einen Schutz vor Autoimmunitét oder Immunpathologie. Sie kann zudem effektive Im-
munantworten, die fiir die Bekimpfung von Pathogenen benotigt werden, verhindern [145].
So konnte in diesem Zusammenhang bereits gezeigt werden, dass eine Blockade diverser in-
hibitorischer Rezeptoren die Immunitét gegeniiber verschiedener Pathogene steigern kann
[144].

Im Rahmen dieser Arbeit liegt der Schwerpunkt auf den inhibitorischen Rezeptoren CTLA-
4 (engl. cytotoxic T lymphocyte-associated protein 4 ), PD-1 (engl. programmed death 1),
TIM-3 (engl. T cell immunoglobulin and mucin 3) und LAG-3 (engl. lymphocyte-activation
gene 3). Im Verlauf des Kapitels wird auf ihre jeweiligen Besonderheiten sowie ihre inhi-

bitorischen Rezeptormechanismen naher eingegangen.

1.3.3.1 CTLA-4

Das zytotoxische T-Lymphozyten Protein 4 (CTLA-4), auch bekannt als CD152, gehért
zusammen mit dem kostimulatorischen Molekiil CD28 zur Immunglobulin-Superfamilie.
Die Gene von CD28 und CTLA-4 weisen eine Sequenzhomologie von 75 % auf [148|. Bei-
de sind Homodimere aus zwei 35 kDa grofsen Glykoproteinen, die {iber Disulfidbriicken
kovalent verbunden sind [149, 150]. Strukturell gesehen weist CTLA-4 eine extrazellulére
V-Domaéne, eine Transmembranregion sowie einen kurzen zytoplasmatischen Teil auf. Es

gibt jedoch auch 16sliche Varianten von CTLA-4, die aufgrund von alternativen Spleifsvor-
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gangen keine Transmembrandoménen mehr aufweisen [151|. Bei der membrangebundenen
Form liegt der zytoplasmatische Teil jedoch in Mensch und Maus zu 100 % konserviert vor
[152, 153]. CTLA-4 bindet wie CD28 an die Liganden CD80 (B7.1) und CD86 (B7.2), die
auf APZ lokalisiert zu finden sind. Dabei weist CTLA-4 eine 50-100 fach erhohte Bindungs-
affinitdt im Vergleich zu CD28 auf, wobei es eine Bindung an CD80 bevorzugt [154-156].
Exprimiert wird CTLA-4 etwa zwei bis drei Tage nach der Antigenprasentation auf akti-
vierten T-Zellen, Tregs und Gedéchtnis T-Zellen (siehe Kapitel 1.3.4) [65, 157|. Dabei ist
jedoch nur ein geringer Anteil an CTLA-4 auf der Oberflache der Zellen zu finden. Die
Mehrheit befindet sich in intrazellularen Kompartimenten und wird nur in Antwort auf
eine TZR Ligation an die Oberfliche transportiert [158, 159]. Dazu wird CTLA-4 nach
seiner Synthese vom Golgi-Apparat iiber einen speziellen Mechanismus (siehe Abbildung
1.6), der von den Enzymen ARF-1 (engl. ADP-ribosylation factor 1) und Phospholipase
D (PLD) abhéngig ist, zur Plasmamembran transportiert [160, 161].

Y

Recycling

Golgi-Apparat

°
\§/7 @ T-Zelle
ARF1 und PLD
i i .

abhingige Exozytose / Degradation

Abbildung 1.6: Intrazellulirer Transport von CTLA-4.

Das Besondere an CTLA-4 (engl. cytotozic T lymphocyte-associated protein 4) ist die Wanderung des Rezeptors
zwischen der Plasmamembran und intrazellularen Kompartimenten. Generell liegt die Mehrheit an CTLA-4 in-
trazellular vor. Nach der Bildung von CTLA-4 wird dieses vom Golgi-Apparat iiber einen Mechanismus, der von
den Enzymen ARF-1 (engl. ADP-ribosylation factor 1) und Phospholipase D (PLD) abhéngig ist, zur Plasma-
membran transportiert. CTLA-4 enthaltene Vesikel fusionieren dabei mit der Plasmamembran und entlassen das
CTLA-4 an der Oberflaiche. Das CTLA-4 wird anschlieftend von Clathrin ausgekleideten Poren internalisiert. Es
interagiert dabei mit seinem zytoplasmatischen YVKM Motiv mit dem Clathrin Adaptor Komplex (AP2) inner-
halb der Poren. Daraufhin wird der Rezeptor entweder wiederverwertet oder aber degradiert. In Anlehnung an
[160].

Man geht davon aus, dass CTLA-4 enthaltene Vesikel mit der Plasmamembran fusionie-
ren und so das CTLA-4 an der Oberfliche entlassen. Das CTLA-4 wird jedoch innerhalb
von wenigen Minuten wieder von speziellen mit Clathrin ausgekleideten Poren interna-
lisiert. Dabei interagiert CTLA-4 mit seinem zytoplasmatischen YVKM Motiv mit dem
Clathrin Adaptor Komplex AP2 innerhalb der Poren [157, 162, 163|. Schon nach fiinf
Minuten sind mehr als 80 % des CTLA-4 Molekiils von der Oberfliche internalisiert und

liegen wieder intrazelluldr in Vesikeln vor, bis sie entweder wiederverwertet oder aber in
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lysosomalen Kompartimenten degradiert werden. Funktionell gesehen dient CTLA-4 als
koinhibitorischer Rezeptor der Vorsorge einer massiven T-Zell-Infiltration in die Gewebe
sowie der Vermeidung einer Autoimmunitét [157]. Um seinen Funktionen nachgehen zu

konnen, nutzt CTLA-4 sowohl intrinsische als auch extrinsische Mechanismen.

Extrinsische CTLA-4 Funktionen:

Eine Moglichkeit, bei der CTLA-4 seine Funktion auf eine extrinsische Art wahrnimmt, ist
bei der Bindung an seine Liganden CD80/C86 auf APZ, um dort ein reverses Signal ein-
zuleiten. Die Bindung von CTLA-4 fiihrt zur Aktivierung der Indolamin-2,3-Dioxygenase
(IDO), einem Enzym, das die Aminosdure Tryptophan abbaut und somit zu einer Inhi-
bierung der T-Zell-Proliferation fithrt [164]. Ein weiterer extrinsischer Mechanismus von
CTLA-4 ist die Induktion von inhibitorischen Zytokinen, wie TGF/, die nach der Bin-
dung von CTLA-4 an die APZ von T-Zellen freigesetzt werden und darauthin die APZ-
oder T-Zell-Funktion hemmen koénnen [165]. Des Weiteren kann CTLA-4 die Verfiighar-
keit der Liganden begrenzen, indem es an seine Liganden CD80/86 bindet und diese so fiir
CD28, das in der Regel an die gleichen Liganden bindet, jedoch eine geringere Affinitét
besitzt, unzuginglich macht [166]. Die T-Zellen werden so vor weiteren Aktivierungssi-
gnalen geschiitzt. Dieser Wettstreit um einen Liganden kann zum einen auf der Zellober-
flache der regulierenden Zellen, oder aber iiber 16sliche Varianten von CTLA-4 stattfinden
[167, 168]. Es gibt jedoch auch Studien, die ein weiteres Modell der extrinsischen Funkti-
onsweise von CTLA-4 beschreiben. Dabei wird nach der Bindung von CTLA-4 an seine
Liganden der CTLA-4/CD80- oder CTLA-4/CD86-Komplex mittels Transendozytose in
die T-Zelle internalisiert [169]. Dies fiithrt zu einer geringeren Verfiigharkeit des Liganden
auf der Zelloberflaiche von APZ [170]. Auch dieser Mechanismus, der sowohl von Tregs
als auch von jeder anderen aktivierten CTLA-4 exprimierenden T-Zelle genutzt werden
kann, verhindert die CD28 Kostimulation und somit die T-Zell-Aktivierung [160].

Intrinsische CTLA-4 Funktionen:

Neben der extrinsischen Funktionsweise kann CTLA-4 auch intrinsisch auf die T-Zell-
Immunantwort einwirken, indem es direkt negative Signale innerhalb der T-Zelle auslost
und so ihre Aktivierung und Proliferation inhibiert [160]. Da der zytoplasmatische Teil
von CTLA-4 selbst keine enzymatische Aktivitdt aufweist und auch kein ITIM Motiv,
wie z.B. PD-1 (siche Kapitel 1.3.3.2), muss das inhibitorische Signal auf einem anderen
Weg vermittelt werden, wobei der vollsténdige Signalweg noch nicht bekannt ist (siehe
Abbildung 1.7) [144].
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Abbildung 1.7: Signalweg von CTLA-4.

CTLA-4 besitzt an seinem zytoplasmatischen Teil zwei Tyrosinreste (Y) an den Positionen 201 und 218 sowie
eine prolinreiche Region (P). Y201 befindet sich innerhalb eines YVKM Motivs. CTLA-4 ist in der Lage, an
PP2A (Serin/Threonin Protein Phosphatase 2A) zu binden, wobei die inhibitorischen Folgen noch unklar sind.
Eine Aktivierung des TZR fiihrt zu einer Phosphorylierung der Tyrosinreste des CTLA-4 Molekiils. Es wird
vermutet, dass die Phosphorylierung eine Internalisierung von CTLA-4 verhindert. Das Y201 rekrutiert die PI3K
(Phosphatidylinositol 3-Kinase), jedoch ist die genaue Funktion noch nicht untersucht. Eine Bindung von SHP
(SH2 enthaltene Tyrosin Phosphatase) an CTLA-4 ruft eine Dephosphorylierung des CD3¢ Komplexes, verbunden
mit der Inaktivierung des TZR-abhingigen Signalweges, hervor. Dabei wird die Aktivierung der MAP- (engl.
mitogen-activated protein) Kinasen ERK (engl. extracellular signal-regulated kinase) und JNK (engl. Jun N-
terminal kinase) sowie der Transkriptionsfaktoren NF-xB (engl. nuclear factor kB), AP-1 und NF-AT (engl.
nuclear factor of activated T cells) inhibiert. In Anlehnung an [171].

CTLA-4 besitzt am zytoplasmatischen Teil zwei Tyrosine (Y) an den Positionen 201 und
218, sowie eine C-terminale prolinreiche Region (P). Y201 befindet sich innerhalb eines
YVKM Motivs, dhnlich zu dem YMNM Motiv von CD28 [171]|. Im dephosphorylierten
Zustand bindet das Motiv an das AP2 des Clathrins, was zur clathrin-vermittelten Endo-
zytose von CTLA-4, verbunden mit einer verminderten CTLA-4 Expression an der Zello-
berflache, fihrt [157, 162, 163|. CTLA-4 assoziiert zudem mit der Serin/Threonin Protein
Phosphatase 2A (PP2A), wobei die Funktion bisher ungekléart ist [171, 172]. Durch eine
TZR-vermittelte Aktivierung der T-Zellen wird das Tyrosin (Y) des CTLA-4 Molekiils
tiber SRC Kinasen (wie z.B. Fyn, Lyn und Lck) phosphoryliert [171, 173]. Inwieweit die-
se Phosphorylierung jedoch notwendig ist, damit CTLA-4 mit der Phosphatidylinositol
3-Kinase (PI3K) und der SH2 enthaltenden Protein Tyrosin Phosphatase (SHP-2) in Ver-
bindung treten kann, ist bisher noch umstritten. Fest steht jedoch, dass die Y201 Region
des CTLA-4 PI3K rekrutiert [171]. Des Weiteren kann die Verbindung von SHP-2 mit
CTLA-4 zu einer Dephosphorylierung des CD3¢ Komplexes, gefolgt von einer Inaktivie-
rung des TZR~abhéngigen Signalweges, fiihren [171, 174]. Fiir die Vernetzung von CTLA-4
wurde gezeigt, dass sie die TZR abhéngige Aktivierung der MAP- (engl. mitogen-activated
protein) Kinasen ERK (engl. eztracellular signal-regulated kinase) und JNK (engl. Jun N-

19



Einleitung

terminal kinase) sowie der Transkriptionsfaktoren NF-xB (engl. nuclear factor-kB), AP-1
und NF-AT (engl. nuclear factor of activated T cells) inhibiert [175-177|.

Auch wenn der genaue Signalweg bisher nicht vollstindig bekannt ist und somit nicht
genau gesagt werden kann, iiber welchen Mechanismus CTLA-4 sein inhibitorisches Signal
weitergibt, fiihrt seine Expression immer zu einer verminderten IL-2-Produktion und einer
verminderten Expression des IL-2 Rezeptors auf T-Zellen [178|. Durch die verminderte
Zytokinproduktion der T-Zellen wird ein Stillstand im Zellzyklus ausgelost [171]. Der
Ubergang in die S1-Phase wird verhindert, so dass die Zellen in der G1-Phase verbleiben
[179]. CTLA-4 fiihrt somit schon zu frithen Zeitpunkten der T-Zell-Aktivierung seine
Funktion als koinhibitorisches Molekiil aus [180].

Auch eine klinische Relevanz kann CTLA-4 zugesprochen werden. So konnte bei einem
Fehlen von CTLA-4 in Méausen die Ausbildung einer massiven Lymphoproliferation ge-
zeigt werden [181]. Eine heterozygote Keimbahnmutation von CTLA-4 fiihrt hingegen
im Menschen zu einer fehlerhaften Regulation der Tregs, hyperaktiven T-Effektor-Zellen
und einer Lymphozyteninfiltration der Organe [182]. Bei der Behandlung von Krebspa-
tienten wird jedoch inzwischen erfolgreich a-CTLA-4 unter den Namen Ipilimumab und
Tremelimumab eingesetzt [183].

In diversen Studien konnte gezeigt werden, dass koinhibitorische Molekiile auch effektive
Immunantworten, die fiir die Bekdmpfung von Pathogenen benotigt werden, verhindern
kénnen [145]. So wurde auch fiir CTLA-4 gezeigt, dass seine Blockade die Immunitét
gegeniiber verschiedener Pathogene steigern kann. Pedicord et al. blockierten CTLA-4
wahrend einer L. monocytogenes Infektion und erreichten so in Milz und Leber einen re-
lativen Anstieg von CD8" T-Zellen mit einer gesteigerten Effektorfunktion in Verbindung
mit einer verbesserten Bakterienbekdmpfung [184|. Eine Blockade von CTLA-4 konnte
zudem die Resistenz des Wirtes gegeniiber dem intrazellularen Pathogen Leishmania do-
novani steigern [185]. Zu der Rolle von CTLA-4 wihrend einer O. tsutsugamushi Infektion
gibt es bisher keine Informationen.

1.3.3.2 PD-1

PD-1 (engl. programmed cell death 1) ist einer der ersten inhibitorischen Rezeptoren, der
mit erschopften T-Zellen in Verbindung gebracht wurde, und gehort wie auch CTLA-4
zur CD28 Immunglobulin-Superfamilie und ist ein 50-55 kDa grofes Protein mit einer V
Doméne, die etwa 20 % Sequenzidentitdt zu CTLA-4 und CD28 aufweist [186, 187|. Im
Gegensatz zu dem Homodimer CTLA-4 fehlt PD-1 der Cysteinrest, der fiir die Homodi-
merisierung benotigt wird und liegt deshalb lediglich als Monomer auf der Zelloberfliache
vor [187]. Die zytoplasmatische Region des PD-1 verfiigt jedoch wie CTLA-4 iiber zwei
Tyrosinreste, wobei jedoch bei PD-1 eines mit einem I'TIM Motiv und das andere mit
einem ['TSM Motiv ausgestattet ist, die fiir die inhibitorische Funktion von PD-1 essenti-
ell sind [188, 189]. Als Liganden stehen PD-1 sowohl PD-L1 als auch PD-L2 auf DZ zur
Verfiigung [190]. Aber auch eine Bindung an CD80 (B7.1), das als Ligand fiir CTLA-4
und CD28 dient, wurde gezeigt [191]. PD-1 kann von CD4" und CD8" T-Zellen sowie
B-Zellen, Monozyten, NK-Zellen und DZ exprimiert werden [147, 192, 193]. Die Expressi-
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on erfolgt dabei allerdings nicht auf ruhenden T-Zellen, sondern wird einerseits innerhalb
von 24 h nach ihrer Stimulation eingeleitet, wobei sie vor allem durch TZR- oder BZR-
vermittelte Signale induziert und durch TNF noch verstérkt wird [194, 195|. Neben der
Expression wahrend der akuten Phase einer Immunantwort kann PD-1 allerdings anderer-
seits auch wihrend der chronischen Phase auf erschopften T-Zellen nachgewiesen werden
[143, 186, 196|. McPherson et al. konnten in diesem Zusammenhang Unterschiede in der
Methylierung des PD-1 Promotors zwischen dem wiahrend der akuten Phase auf akti-
vierten T-Zellen exprimierten und dem wéahrend der chronischen Phase auf erschopften
T-Zellen exprimierten PD-1 nachweisen [143].

Der Ligand PD-L1 wird u. a. auf T-Zellen, B-Zellen, DZ, Makrophagen, mesenchymalen
Stammzellen, Mastzellen aus dem Knochenmark, aber auch auf nicht himatopoetischen
Zellen der Lunge, des vaskuldren Endothels, nichtparenchymalen Leberzellen, Keratino-
zyten und anderen exprimiert [147, 193]. PD-L2 ist hingegen auf aktivierte DZ, Makro-
phagen, Mastzellen und Bl-Zellen beschrankt [197]. Die umfassende Expressionsvielfalt
von PD-1 und seinen Liganden weist darauf hin, dass PD-1 ein breites Spektrum der
Immunantwort reguliert [190]. PD-1 defiziente Mause entwickelten spontane Autoimmun-
krankheiten, so dass PD-1 eine Rolle bei der Entwicklung und Aufrechterhaltung einer
immunologischen Toleranz zugesprochen wird [198, 199]. PD-1 ist dabei sowohl an der
zentralen als auch an der peripheren Toleranz beteiligt [190].

Die Funktion von PD-1 ist bisher am besten in T- und B-Zellen charakterisiert, wobei
hier der Signalweg am Beispiel der T-Zellen (siehe Abbildung 1.8) kurz erlautert wird
[190, 200].
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Abbildung 1.8: Signalweg von PD-1.

Die Ligation des TZRs mit dem Antigen iiber den MHCI/II Komplex der DZ sowie die Bindung von PD-1 an seinen
Liganden PD-L1 fiihrt zur Phosphorylierung (P) der Tyrosine (Y) innerhalb der ITIM und ITSM Motive von PD-1.
Die Bindung von SHP an das I'TSM Motiv fithrt zur Dephosphorylierung der proximalen Signalmolekiile, wodurch
wiederum eine Aktivierung des PI3K sowie des Akt Signalweges durch eine Dephosphorylierung verhindert wird.
Der PD-1 Signalweg fiihrt zu einer verminderten T-Zell-Proliferation und einem verminderten Uberleben sowie
einer verringerten Proteinsynthese und IL-2-Produktion. In Anlehnung an [200] und [147].

Die Ligation des TZRs mit dem MHC Komplex der DZ und die Bindung von PD-1
mit seinen Liganden PD-L1 oder PD-L2 auf den DZ fiihrt zur Phosphorylierung (P) der
Tyrosinreste (Y) der ITIM und ITSM Motive am zytoplasmatischen Teil des PD-1 [200].
Das phosphorylierte ITSM Motiv, nicht aber das I'TIM Motiv, rekrutiert daraufhin die
Phosphatasen SHP-1 oder SHP-2 [190, 200|. Fiir die inhibitorische Funktion von PD-1
ist somit nur das ITSM Motiv essentiell [190]. Die Rekrutierung von SHP-1 oder SHP-2
fithrt zu einer Hemmung der PI3K Aktivierung und nachfolgend zu einer Inhibierung des
Akt Signalweges [147, 200, 201].

Der Einfluss von PD-1 wahrend der TZR Signaliibertragung fithrt so dazu, dass die T-Zell-
Proliferation blockiert wird, die IL-2-Produktion und die zytotoxische Funktion inhibiert
werden und zudem das Uberleben der T-Zellen verhindert wird [200, 202]. Die IL-2-
Produktion muss von PD-1 gehemmt werden, da es in der Lage ist, die T-Zellen vor einer
PD-1 Inhibition zu retten, indem es die Aktivierung von Akt iiber statb auslosen kann
und somit eine PD-1 vermittelte Hemmung der Akt Aktivierung verhindern kann [200].

Wie schon fiir CTLA-4 beschrieben, werden auch Antikérper gegen PD-1 (Nivolumab)
bereits erfolgreich in der humanen Krebstherapie eingesetzt [203]. Aber auch bei diversen
Infektionskrankheiten spielt PD-1 eine entscheidende Rolle. So konnten Jurado et al. zei-
gen, dass eine gesteigerte Expression von PD-1 und seinen Liganden die Effektorantworten

gegen Infektionen mit persistierenden Pathogenen, wie z.B. M. tuberculosis beeintrachtigt
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[204]. In diesem Zusammenhang wurde gezeigt, dass, dhnlich zu CTLA-4, eine Modulati-
on des PD-1 Signalweges wihrend diverser Infektionen die Effektivitdat der Immunantwort
gegen Pathogene steigern kann [144]. Eine spate Blockade von PD-1 wihrend der chroni-
schen Phase einer Infektion mit LCMV (engl. lymphocytic choriomeningitis virus) fithrte
zum Beispiel zu einer gesteigerten T-Zell-Antwort, gefolgt von einer reduzierten Viruslast
[186]. In PD-1 defizienten Méusen, die einer M. tuberculosis Infektion ausgesetzt waren,
konnte hingegen eine stark verminderte Uberlebensrate im Vergleich zu Wildtypméusen
gezeigt werden. Dem PD-1 Signalweg wurde in diesem Zusammenhang eine essentielle
Rolle bei der Kontrolle starker inflammatorischer Immunantworten nach einer M. tuber-
culosis Infektion in der Lunge zugesprochen [205]. Die Rolle von PD-1 wéihrend einer O.

tsutsugamushi Infektion wurde bisher noch nicht untersucht.

1.3.3.3 TIM-3

Bei TIM-3 (engl. T cell immunoglobulin and mucin-3) handelt es sich ebenfalls um einen
koinhibitorischen Rezeptor, der 2002 erstmals auf IFN~ produzierenden CD41 Helfer T-
Zellen (T 1-Zellen) sowie auf CD8* zytotoxischen T-Zellen in der Maus gefunden wurde
[190, 206]. Spéter konnte TIM-3 auch auf IFN~v produzierenden T-Zellen im Menschen
nachgewiesen werden [207]. Inzwischen ist bekannt, dass TIM-3 nicht nur auf T-Zellen,
sondern auch auf anderen Zellen exprimiert wird. So ist TIM-3 in naiven, nicht infizier-
ten M&usen, besonders auf DZ exprimiert, aber auch in geringen Mengen auf Effektor-
Memory CD4*" und CD8F T-Zellen (CD44""CD62L™r9) zu finden [208, 209|. In vitro
konnte nach einer Polarisierung der Ty1 Antwort ein schrittweiser Anstieg der TIM-3
Expression gezeigt werden, bis diese auf terminal differenzierten (KLRG1") Ty1 Zellen
ein hohes, stabiles Expressionsniveau erreichten [206, 210|. Bei Patienten mit chronischen
viralen Infektionen wurde TIM-3 auf erschopften T-Zellen nachgewiesen, die nicht in der
Lage waren, eine effektive Immunantwort gegen Viren zu generieren [211, 212]. Im Men-
schen ist TIM-3 generell in hohen Mengen auf DZ und in geringeren Mengen auf Mo-
nozyten vorzufinden [208]. TIM-3 besteht in der Maus aus 281 Aminosduren und gehort
ebenfalls zur Immunglobulin-Superfamilie [144, 190, 213]. Im Menschen weist TIM-3 ei-
ne Lénge von 302 Aminosduren auf und zeigt auf Aminoséurenebene eine Identitéit von
63 % mit TIM-3 in der Maus. TIM-3 besitzt eine variable V-Doméne sowie eine Mucin-
doméne [206]. Die V-Doméne besteht dabei aus zwei anti-parallelen -Faltblittern, die
tiber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden vorliegen [190|. Dariiber hinaus verfiigt
TIM-3 als einziges Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie iiber zwei weitere unver-
anderliche Disulfidbriicken, die aus vier Cysteinen gebildet werden und der V-Doméne
von TIM-3 eine zusétzliche Stabilitdt verleihen. Zudem fiihren sie zu der Bildung einer
taschendhnlichen Struktur, die bisher bei keinem anderen Mitglied der Immunglobulin-
Superfamilie gezeigt werden konnte und vermutlich bei der Ligandenbindung eine Rolle
spielt [214, 215]. Als wichtigster und bekanntester Ligand kommt fiir TIM-3 das 35 kDa
grofse Zelloberflichenmolekiil Galectin-9 in Frage, das zur Gruppe der S-Lektine, einer
Familie von Kohlenhydrat bindenden Proteinen, denen eine wichtige Rolle bei der Regu-

lation einer Inflammation und der Homdoostase von Immunzellen nachgesagt wird, gehort
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[209, 216]. Galectin-9 ist auf vielen verschiedenen Zellen zu finden und wird durch IFN~y
hochreguliert [217|. Es werden weitere Liganden fiir TIM-3 vermutet, wie z.B. Phospha-
tidylserine oder Kohlenhydratketten, die jedoch noch nicht ausreichend untersucht sind
[190, 218, 219|. Wie genau die Bindung von Galectin-9 an TIM-3 zur Ausfiihrung seiner
koinhibitorischen Funktion fiihrt, ist bisher ebenfalls noch nicht vollstédndig untersucht.
Belegt werden konnte jedoch bereits, dass TIM-3 kein klassisches I'TIM Motiv besitzt, das
fiir die Ubertragung inhibitorischer Signale verantwortlich ist. Stattdessen weist TIM-3 ein
intrazelluldres Tyrosinkinase-Phosphorylierungs-Motiv auf (siehe Abbildung 1.9) [220].

DZ

Galectin-9

MHCUI/II

CD80/86

TIM-3
CD28

Tyrosinkinase-
Phosphorylierungs-

T-Zelle

Abbildung 1.9: Signalweg von TIM-3.

Der genaue Mechanismus der Signaliibertragung von TIM-3 ist noch nicht vollsténdig untersucht. Es ist jedoch
bekannt, dass TIM-3 an seinen Liganden Galectin-9 auf den APZ (DZ) bindet und seine inhibitorischen Signale
iiber ein Tyrosinkinase-Phosphorylierungs-Motiv, bestehend aus fiinf Tyrosinresten am zytoplasmatischen Ende,
vermittelt. Die Tyrosinreste (Y) werden nach der Bindung mit Galectin-9 phosphoryliert und fithren so zu einer
Unterbrechung des TZR Signalweges bzw. des kostimulatorischen Signals, wobei die Rekrutierung von SHP eine
Rolle spielt.

Diese zytoplasmatische Region ist bei TIM-3 in Maus und Mensch stark konserviert und
enthélt fiinf Tyrosinreste, die bei der Signaliibertragung von TIM-3 eine entscheidende
Rolle spielen [221]. Nach der Bindung mit Galectin-9 werden die Tyrosinreste phospho-
ryliert, was nachfolgend zu einer Unterbrechung des TZR- bzw. des kostimulatorischen
Signalweges fiihrt [144, 221]. Wie auch bei den Signalwegen von CTLA-4 und PD-1 be-
schrieben, spielt dabei die Rekrutierung der Phosphatase SHP eine Rolle [144|. Wie genau
dies zu der Inhibierung des TZR Signalweges fiihrt, ist bisher nicht untersucht. Es ist je-
doch bekannt, dass die Ligation von TIM-3 mit seinen Liganden die Funktion der Tp1
Zellen in der Maus und im Menschen inhibiert und somit eine wichtige Rolle bei der
Regulation der Immunantwort spielt [190, 209, 222|. Interessanterweise fiihrt die Interak-
tion von Galectin-9 und TIM-3 nicht immer zu einer Unterdriickung der Immunantwort.
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So konnten Anderson et al. sowohl im Menschen als auch in M&usen bereits einen ge-
genteiligen Effekt nachweisen, bei dem der Signalweg von Galectin-9/TIM-3 in DZ mit
dem Toll-like Rezeptor-Signalweg synergiert und so zu einer gesteigerten Ty 1 Immunitét
fithrte [208]. Auch eine Blockade von TIM-3 alleine, oder aber auch in Kombination mit
anderen inhibitorischen Rezeptoren wie PD-1 oder LAG-3 (siehe in Kapitel 1.3.3.4) hat
gezeigt, dass die T-Zellfunktion von zuvor erschopften T-Zellen teilweise wiederhergestellt
werden konnte [190]. So konnte bei Patienten mit HIV (Humanes Immundefizienzvirus)
durch eine Blockade von TIM-3 eine Wiederherstellung der T-Zell-Proliferation, verbun-
den mit einer gesteigerten Zytokinexpression, erreicht werden [190, 211|. Eine kombinierte
Blockade von TIM-3 mit PD-1 wihrend der frithen Phase einer chronischen Retrovirus-
Infektion (Friend Virus) fithrte zu einer Riickkehr der CD8% T-Zell-Funktionalitdt und
einer Verbesserung der Viruskontrolle [223]. Zu dem Einfluss von TIM-3 wéhrend einer

O. tsutsugamushi Infektion liegen bisher keine Informationen vor.

1.3.3.4 LAG-3

Ein weiterer koinhibitorischer Rezeptor ist LAG-3 (CD223; engl. Lymphocyte activation
gene-3), ein Zelloberflachenmolekiil, das 1990 entdeckt wurde [224, 225|. LAG-3 ist ho-
molog zu CD4 und weist auf Genebene eine 20 %ige Identitédt zu diesem auf [226]. Es
gehort wie die anderen vorgestellten koinhibitorischen Rezeptoren zu der Immunglobulin-
Superfamilie, besteht aus 470 Aminoséduren und zeichnet sich durch eine extrazellulére,
eine transmembrane sowie eine zytoplasmatische Region aus [224]. LAG-3 wird auf B-,
NK- und T-Zellen exprimiert [227]. In diesem Zusammenhang zeigten Workman et al.,
dass LAG-3 auf naiven CD8*' T-Zellen nur in geringen Mengen exprimiert wird, wohinge-
gen eine Antigenstimulation zu einem Anstieg der LAG-3 Expression auf CD8" T-Zellen
fithrt [225]. Auf T-Zellen dient LAG-3 der negativen Regulation der T-Zell-Aktivierung
sowie ihrer Homoostase [225, 228|. Als Ligand dient dem CD4 dhnlichen LAG-3 der MHC-
IT Komplex [224]. Wie genau das inhibitorische Signal von LAG-3 vermittelt wird, ist noch
nicht detailliert geklért. Da jedoch ein Fehlen von LAG-3 in LAG-3 defizienten M&ausen zu
einem Anstieg der CD8" T-Zell-Proliferation fiihrte, konnte eine regulatorische Wirkung
von LAG-3 auf die Aktivitdt der T-Zellen bestétigt werden [226]. Fiir die Regulation soll
ein spezielles KIEELE Motiv, das am zytoplasmatischen Teil von LAG-3 lokalisiert ist,
verantwortlich sein [141, 229]. Es ist jedoch relativ wenig bekannt, wie LAG-3 seine in-
hibitorischen Effekte iiber dieses KIEELE Motiv vermittelt [144]. Gezeigt werden konnte
jedoch auch fiir LAG-3, dass eine Blockade des koinhibitorischen Rezeptors in Méausen
zu einer Wiederherstellung der Effektorfunktion von T-Zellen, verbunden mit einem ver-
minderten Tumorwachstum, fithrt [226]. Eine Blockade von LAG-3 in Kombination mit
PD-L1 I6ste eine starke Verbesserung der T- und B-Zell Antworten wahrend einer Infek-
tion mit dem Malariaerreger Plasmodium falciparum aus, wodurch die Bekdmpfung des
Parasiten beschleunigt wurde [230]. Auch fiir LAG-3 gibt es derzeit keine Publikationen
wahrend einer Infektion mit O. tsutsugamushi.
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1.3.4 T-Zell-Gedéchtnis (Memory)

Bisher wurde in dieser Arbeit nur von der Aktivierung von T-Zellen und der damit verbun-
denen Bildung der Effektor-T-Zellen sowie den Mechanismen zur Herunterregulation der
Immunantwort berichtet. Tatséchlich werden bei jeder spezifischen Immunreaktion auch
Gedéchtniszellen (Memory-Zellen) gebildet, wobei es unterschiedliche Modelle zur Ent-
stehung des immunologischen Gedéachtnisses gibt, auf die jedoch nicht ndher eingegangen
wird [58, 65]. Memory-Zellen erméglichen es dem Immunsystem, bei einer wiederholten In-
fektion mit einem gleichen Erreger schneller und effektiver zu wirken, so dass eine erneute
Infektion verhindert werden kann oder zumindest in einer milderen Form durchlaufen wird
[65]. Vor allem T-Zellen iibernehmen im Immungedéchtnis eine wichtige Rolle [231]. Inner-
halb der CD4" und CD8*" T-Gedéchtniszellen unterscheidet man zwischen verschiedenen
Subpopulationen, die aufgrund diverser Chemokinrezeptoren, Homing-Molekiilen sowie
ihrer Zytokinproduktion charakterisiert werden kénnen [65]. Unabhéngig von ihrem Sub-
typ zeichnen sich die Memory-T-Zellen durch eine gesteigerte Expression der Oberflachen-
molekiile CD45RO (Tyrosin Phosphatase mit einer Rolle bei der TZR-Signaliibertragung),
CD127 (IL-7 Rezeptor), CD44 (in Leukozytenadhésion involviert) sowie einer verringer-
ten Expression von CD25 (Untereinheit des IL-2R) aus [90].

Bei einer Subpopulation der T-Gedéchtniszellen handelt es sich um die Effektor-Memory
T-Zellen (Tgay). Sie zirkulieren kontinuierlich zwischen dem Blut und den peripheren Ge-
weben (z.B. Lunge). Da ihnen sowohl L-Selektin (CD62L) als auch das Chemokin CCR7
fehlt, die in der Regel fiir die Rekrutierung von T-Zellen zu den sekundéiren lymphati-
schen Organen sorgen, sind Tgjy; nicht im Lymphknoten zu finden. Kommt es zu einer
erneuten Infektion, sind die Tgj; schneller am Ort der Infektion und sorgen dafiir, dass
die Sekundarreaktion schneller anlaufen kann. Dafiir sekretieren sie die Zytokine IFN~,
IL-4 und IL-5 [65, 232].

Eine weitere Subpopulation stellen die Zentralen Memory T-Zellen (Tyz,,) dar. Sie zeich-
nen sich, im Gegensatz zu den Tgj;, durch eine Expression von CCR7 und CD62L aus.
Des Weiteren produzieren sie IL-2, jedoch kein IFN~v oder IL-4. Dies ermoglicht ihnen
zwischen dem Blut und den peripheren lymphatischen Geweben, wie dem Lymphknoten,
zu zirkulieren, um so bei einer Sekundarinfektion im Vergleich zu naiven T-Zellen schnel-
ler und sensibler auf das Antigen zu reagieren und mit einer schnellen Differenzierung in
Effektor-T-Zellen zu antworten. Anschliefend wandern die Zellen in die Gewebe ein, um
dort den Ty 1 und T2 Zellen helfen zu kénnen (65, 232].

Auch wahrend einer Infektion mit O. tsutsugamushi wird ein immunologisches Gedécht-
nis ausgebildet, jedoch liegt dieses zeitlich sehr begrenzt vor und bietet nicht immer auch
gegen unterschiedliche Stamme einen Schutz. So sind bei O. tsutsugamushi Infektionen
auch Superinfektionen, also einer aufgrund einer unvollstdndigen Immunitéit ermdglich-
ten erneuten Infektion mit dem gleichen Erreger, moglich [233, 234|. Es gibt jedoch auch
Studien, die sich mit der Entwicklung moglicher Vakzine gegen O. tsutsugamushi be-
schéaftigen. Dabei konnte gezeigt werden, dass eine Impfung von Méusen mit zuvor durch
Formalin abgetotete Orientien des Gilliam bzw. Karp Stammes einen vollsténdigen ho-
mologen Schutz, also gegen Orientien des gleichen Stammes, gewéhrleisten konnte [235].
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Ein heterologer Schutz auch gegen andere Stdmme von O. tsutsugamushi wurde jedoch
nicht ausgebildet [235, 236].

1.4 IL-10 als anti-inflammatorisches Zytokin

Im Rahmen dieser Arbeit wurden bereits diverse Mechanismen zur Regulation der Im-
munantwort beschrieben. Neben den Tregs und den koinhibitorischen Molekiilen CTLA-
4, PD-1, TIM-3 und LAG-3 gibt es auch Zytokine, die in die Regulation der Immun-
antwort involviert sind. So ist auch Interleukin 10 (IL-10) ein Zytokin mit einer anti-
inflammatorischen Wirkung, das eine zentrale Rolle wiahrend einer Infektion {ibernimmt.
Es begrenzt die Immunantwort auf Pathogene und beugt somit inflammatorischen und
autoimmunen Schiaden vor [137, 237-239]. Die Expression von IL-10 ist nicht, wie ur-
spriinglich angenommen, spezifisch fir Ty2- (engl. T helper type 2 ) oder Treg Zellen
[237]. So wird IL-10 von vielen Zellen des adaptiven Immunsystems, wie Ty 1, T2, Ty17
Zellen sowie Treg, CD8" und B-Zellen exprimiert [137, 239-243|. Aber auch Zellen des an-
geborenen Immunsystems, wie z.B. DZ, Makrophagen, Mastzellen, NK Zellen, Eosinophile
und Neutrophile produzieren IL-10 [137]. IL-10 ist ein 35-40 kDa grofses, nicht kovalen-
tes Homodimer aus zwei sich gegenseitig durchdringenden Polypeptidketten, dhnlich wie
IFN~ [244, 245]. Es bindet an seinen IL-10 Rezeptor (IL-10R), der aus mindestens zwei
Untereinheiten, die wiederum Mitglieder der Interferon Rezeptor Familie sind, gebildet
wird [137]. Eine Untereinheit wird dabei von IL-10R1 gebildet und ist fiir die Bindung
des IL-10 zustdndig, wihrend die zweite Untereinheit 1L-10R2 fiir die Signaliibertragung
verantwortlich ist [137].

Es wurde bereits beschrieben, dass IL-10 das Wachstum, die Differenzierung und zyto-
toxische Aktivitdt von CD8" T-Zellen und NK-Zellen fordern kann [137, 246-248|. In
diesem Zusammenhang konnte bereits gezeigt werden, dass I1L-10 in vitro die Differenzie-
rung und das Wachstum von CD8% Milzzellen in der Maus steigert [246]. Andererseits
inhibiert IL-10 die IFNv, TNFa und IL-2 Synthese in Ty1 Zellen [244, 249|.

Genauso vielfaltig wie das Expressionsverhalten von IL-10 auf den verschiedenen Zellen
des Immunsystems sind auch die Auswirkungen von IL-10 bei der Regulation des Immun-
systems. Ein Fehlen von IL-10 fiihrt in IL-10 defizienten M&usen zur Entwicklung einer
chronisch entziindlichen Darmerkrankung, so dass die Funktion von IL-10 als Regulator
des Immunsystems bestétigt werden konnte [250]. Ein Fehlen von IL-10 fiihrt allerdings
nicht immer zu einer verstiarkten Immunpathologie, sondern kann bei einigen Pathogenen
(z.B. LCMV) zu ihrer besseren Bekdmpfung beitragen [251, 252]. Bei anderen Pathogenen
(z.B. Plasmodium; Toxoplasma gondii) hingegen hat ein Fehlen von IL-10 keinen Einfluss
auf die Pathogenlast, sondern fiihrt ausschlieflich zu Schaden im Wirt [253, 254]. Die
Daten lassen darauf schliefsen, dass ein Fehlen von IL-10 teilweise durch andere regulato-
rische Mechanismen kompensiert werden kann [237]. Interessanterweise konnten Mege et
al. zeigen, dass IL-10 die Anfilligkeit des Wirtes fiir viele intrazelluldre Mikroorganismen
erhoht und fiir die Persistenz von Bakterien, wie z.B. M. tuberculosis, verantwortlich ist

[255]. Bei Meghari et al. dienen IL-10 iiberexprimierende Mause sogar als Modellorganis-
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mus fiir eine persistierende Infektion mit dem intrazelluliren Erreger C. burnetii [256].
Zudem konnte von Anderson et al. ein IFN~v IL-10 koproduzierender Zelltyp vorgestellt
werden, der fiir die Pathogenese einer chronischen Infektion mit der kutanen Leishmaniose

verantwortlich gemacht wurde [257].

Auch wihrend einer O. tsutsugamushi Infektion scheint I1-10 sowohl in der Maus als
auch im Menschen eine Rolle zu spielen. Kim et al. konnten zum Beispiel in der Maus
eine verstiarkte Sekretion von IL-10 in den Makrophagen nach einer Infektion mit O. tsut-
sugamushi zeigen, was zudem zu einer Inhibierung der TNFa-Produktion fiithrte [258].
Im Serum von Patienten mit dem Tsutsugamushi-Fieber konnten Kramme et al. eben-
falls einen Anstieg von IL-10 nachweisen [259]. Matthias Hauptmann konnte zudem eine
Produktion von IL-10 von restimulierten Milz- und Lungenzellen wahrend einer Infekti-
on mit O. tsutsugamushi zeigen [77]. Auch in der peritonealen Fliissigkeit bei Mausen
lag IL-10 an den Tagen sechs bis acht nach der Infektion erhoht vor [260]. Das Glei-
che galt fiir die IFN~v-Produktion, die zur gleichen Zeit erhoht war. Wahrend einer O.
tsutsugamushi Infektion scheinen demnach beide Zytokine, IL-10 und IFN~, verstarkt
produziert zu werden. Koh et al. vermuten in diesem Zusammenhang, dass die gleich-
zeitig gesteigerte Produktion von IFN+v in Kombination mit IL-10 der Entwicklung eines
klassischen Ty1/Tg2 Zellprofils widerspricht. In diesem Zusammenhang gibt es Studi-
en, die auch bei anderen intrazelluldren Pathogenen bereits einen gleichzeitigen Anstieg
von IL-10 und IFN~ beschrieben haben [261-263|. Ein Zytokinprofil, das ein hohes Le-
vel an I1.-10 und IFN~ zeigt, wurde bereits fiir Zellen des Tg1 Typs beschrieben. Dieser
Zelltyp unterdriickt antigen-spezifische Immunantworten und reguliert eine pathologische
Immunantwort [260, 264].

1.5 Zielsetzung und Hypothese der Arbeit

Eine Immunantwort héngt immer von einem Gleichgewicht zwischen Reaktionen, die ei-
nerseits eine Infektion kontrollieren, und auf der anderen Seite einer umgekehrten Ant-
wort, die Entziindungsreaktionen und Autoimmunerkrankungen vorbeugen, ab [111]. Die
T-Zellen stellen hierbei dem Immunsystem einen Mechanismus bereit, bei dem sowohl
kostimulatorische als auch koinhibitorische Molekiile im Zusammenspiel eine Feinabstim-
mung der Immunantwort erméglichen [144|. In der Literatur wurde schon sehr viel {iber
koinhibitorische Molekiile im Zusammenhang mit verschiedenen Pathogenen beschrieben.
Informationen iiber die koinhibitorischen Molekiile wihrend einer Infektion mit O. tsut-
sugamushi fehlen bisher jedoch vollig.

Im Zuge dieser Arbeit sollte nun erstmals der Einfluss der negativen T-Zell-Kostimulation
auf die T-Zell-vermittelte Immunantwort wahrend einer O. tsutsugamushi Infektion in der
Maus untersucht werden. Dabei sollten auch die Folgen der negativen Kostimulation fiir
den Infektionsverlauf durch eine gezielte in wvivo Blockade der Korezeptoren ermittelt
werden. Aufgrund vorangegangener Studien diverser Arbeitsgruppen, in denen durch eine
Blockade verschiedener negativer Korezeptoren eine gesteigerte T-Zell-Immunantwort mit

einer gesteigerten Pathogenabwehr erreicht werden konnte, lag die Hypothese vor, dass
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auch bei einer Infektion mit O. tsutsugamushi die Effektorantwort verstarkt wiirde und

sich so eine Verringerung der Bakterienlast erzielen liefe.

Der Schwerpunkt der Arbeit lag dabei auf der Untersuchung der vier koinhibitorischen
Rezeptoren CTLA-4, PD-1, TIM-3 und LAG-3. Der Einfluss dieser Korezeptoren sollte
dabei wihrend der akuten Phase der O. tsutsugamushi Infektion, in der das Priming der
T-Zellen stattfindet, mit ihrem Einfluss wahrend der chronischen Phase der Infektion, die
zugleich die Persistenzphase des Bakteriums darstellt, miteinander verglichen werden. Die
Bedeutung der negativen Kostimulation fiir die T-Zell-vermittelte Immunantwort sollte
dabei durch durchflusszytometrische Analysen ermittelt werden, wiahrend die Folgen ei-
ner negativen Kostimulation fiir die Bakterienlast mittels einer erregerspezifischen qPCR
nachgewiesen werden sollten. Ziel war es dabei die Untersuchungen im Hauptorgan der

O. tsutsugamushi Infektion, der Lunge, vorzunehmen.
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2 Material

2.1 Laborgerate

Fiir die Durchfiihrung der Versuche dieser Arbeit wurden folgende in Tabelle 2.1 aufge-

fiihrten Gerate verwendet.

Tabelle 2.1: Verwendete Laborgerite

Gerat

Hersteller

Accuri-C6

Analysewaage

Autoklav 6464L
Beckmann-Zentrifuge J2-21
Biofuge pico

Brutschrank

Brutschrank

Digitalwaage
Fluoreszenzmikroskop, Axioskop 2 plus
Flissigstickstoffbehélter
Heizblock

Inkubator Hera cell 150
Kiihl- und Gefrieranlagen
Kiihl- und Gefrieranlagen
Lichtmikroskop, invers
Lightcycler 480 I1

LSR-II

Megafuge 1.0 und 1.0R
Nanodrop 2000c

pH-Meter

Pipetten

Pipetten

Precellys 24-Homogenisator
Rollinkubator Cell Roll
Sicherheits- und Sterilwerkbanke
Thermomagnetrithrer RET-GS
Vortexmischer
Vortexmischer

Wasserbad

Zahlkammer Neubauer
Zentrifuge 3-16

Zentrifuge 5415D
~v-Bestrahlungsgerat

Becton Dickinson, Heidelberg

Sartorius, Géttingen

Schlumbohm Medizintechnik, Hamburg
Gemini BV, Apeldoorn, Niederlande
Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Binder, Tuttlingen

Sartorius, Géttingen

Zeiss, Jena

Air Liquide, Marne la Vallee, Frankreich
Eppendorf, Hamburg

Thermo Electron Corporation, Langenselbold
Liebherr-International S.A., Bulle, Schweiz
Bosch, Gerlingen

Hund, Wetzlar

Roche Diagnostics, Risch, Schweiz
Becton Dickinson, Heidelberg

Heraeus, Hanau

Thermo Scientific, Waltham, USA
WTW, Weilheim

Eppendorf, Hamburg

Thermo Scientific, Waltham, USA
Peqlab, Erlangen

IBS Tecnomara, Fernwald

BDK Luft- und Reinraumtechnik, Sonnenbiihl
IKA®-Werke, Staufen

Bioblock Scientific, Illkirch, Frankreich
VWR, Darmstadt

GFL, Burgwedel

Paul Marienfeld, Lauda Konigshofen
Sigma-Aldrich, Osterode am Harz
Eppendorf, Hamburg

STS, Braunschweig
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2.2 Verbrauchsmaterialien

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien sind in der nachfolgen-

den Tabelle 2.2 aufgelistet.

Tabelle 2.2: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

CELLMASTER™™™ Zellkultur-Rollerflaschen

Deckglaschen

Dialysierschlauch (0,023 mm/34 mm)
Einmalskalpelle (steril)

Einmalspritzen Injekt® (1 und 10 mL), steril
FACS Roéhrchen (5 mL Polystyren)
Falcons (15 mL, 50 mL)

Filterspitzen, Biosphere, steril

Kaniilen (18, 20 und 27 Gauge), steril
Knopfkaniile (1428 LL)

Kryoréhrchen

Maskierte Objekttrager, 12-Well
Objekttrager (Mattrand)

Petrischalen, 92 mm, steril

Pipetten (5 mL, 10 mL, 25 mL), steril
Pipettenspitzen

Pasteurpipetten (1 mL), steril
PCR-Reaktionsplatten (96-Well, 384-Well)
Pipettenspitzen

Precellys-Rohrchen (1,4/2,8 mm)
Reaktionsgefiafe (0,5 mL, 1,5 mL, 2 mL)
Schottflaschen

Schottflaschen, LPS-frei

Sterilfilter (0,22 pm und 0,45 pm)
Zellkulturflaschen (75 cm?, 175 cm?)
Zellkulturplatte 6- Well, Flachboden
Zellkulturplatte 24- Well, Flachboden
Zellkulturplatte 96- Well, U-Form
Zellschaber

Zellsiebe, 70 pm, steril

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Sarstedt, Niimbrecht

Sarstedt, Niimbrecht

Sarstedt, Niimbrecht

B.Braun Melsungen, Melsungen
Acufirm, Ernst Kratz, Dreieich
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Thermo Scientific, Braunschweig
Engelbrecht GmbH, Edermiinde
Sarstedt, Niimbrecht

Sarstedt, Niimbrecht

Sarstedt, Niimbrecht

Roth, Karlsruhe

Roche Diagnostics, Risch, Schweiz
Sarstedt, Niimbrecht

Peqglab, Erlangen

Eppendorf, Hamburg

Schott, Mainz

Schott, Mainz

Sarstedt, Niimbrecht

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Greiner Bio-One, Frickenhausen
TPP, Trasadingen, Schweiz

BD Falcon, Heidelberg

2.3 Chemikalien und Reagenzien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Reagenzien sind nach ihren Einsatzge-
bieten zellbiologische Methoden (siehe Tabelle 2.3) und molekularbiologische Methoden
(siehe Tabelle 2.4) aufgelistet. Abschliefend sind die in dieser Arbeit eingesetzten Anti-
korper (siehe Tabellen 2.5, 2.6, 2.7 und 2.8) aufgefiihrt.
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2.3.1 Chemikalien und Reagenzien fiir zellbiologische Methoden

Tabelle 2.3: Chemikalien und Reagenzien fiir zellbiologische Methoden

Reagenz Hersteller

Aceton Roth, Karlsruhe
Ammoniumchlorid (NH4Cl) Roth, Karlsruhe
Ammoniumsulfat Merck, Darmstadt

Collagenase D (> 0,15 U/mg) Roche Diagnostics, Risch, Schweiz
Cytofix/Cytoperm eBioscience, Frankfurt

Dinatriumhydrogenphosphat (NagHPOy)
DNAse I (> 400 Kunitz U/mg)

EDTA

Fo-Block

Fotales Kélberserum (FCS)

Foxp3 Transcription Factor Staining Set
Gentamycin

Golgi Stop

HEPES

Tonomycin
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2POy)
Kaliumchlorid (KCI)

Ketamin (Ketavet)

L-Glutamin

Methylzellulose

Milchpulver

Natriumazid (NaN3)

Natriumchlorid (NaCl)

OneComp eBeads

Paraformaldehyd

PBS (10x), Gibco pH 7,4; steril
Perm-Wasch-Losung

PFHM II-serumfrei

(engl. protein-free hybridoma medium,)
Phorbol 12-myristat 13-acetat (PMA)
RPMI 1640 Kulturmedium ohne L-Glutamin
TBS (engl. Tris-buffered Saline)

TMB Substrat (Tetramethylbenzidin)
Tris-Base

Triton X-100

Trypanblau

Trypsin

Tween 20

Xylazin (Rompun)

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
BNITM, Hamburg
Invitrogen, Karlsruhe
eBioscience, Frankfurt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
BD Pharmingen, Heidelberg
PAA, Linz, Osterreich
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Pharmacia, Berlin

PAA, Linz, Osterreich
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
eBioscience, Frankfurt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Life Technologies, Darmstadt
eBioscience, Frankfurt

Life Technologies, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
PAA, Linz, Osterreich
Dianova, Hamburg
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Serva, Heidelberg
Thermofischer Scientific, Darmstadt
Serva, Heidelberg

Bayer, Leverkusen
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2.3.2 Chemikalien und Reagenzien fiir molekularbiologische Methoden

Tabelle 2.4: Chemikalien und Reagenzien fiir molekularbiologische Methoden

Reagenz

Hersteller

10x Puffer fiir DNA Polymerase HotStar Taq
Ampullenwasser

Bovines Serumalbumin (BSA)
Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTP-Mix)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

DNA Polymerase HotStarTaq

LEGENDplex™ Multi-Analyte Flow Assay Kit
QIAamp® DNA Mini Extraktionskit
QIAGENTM Elutionspuffer

Sybr Green I

Qiagen, Hilden

Fresenius Kabi, Bad Homburg
Roche Diagnostics, Risch, Schweiz
Applied Biosciences, Carsbad, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim

Qiagen, Hilden

Biolegend, London, UK

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Invitrogen, Darmstadt

2.3.3 Antikorper

In Tabelle 2.5 sind die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Antikérper (a-) fir durch-

flusszytometrische Analysen aufgefiihrt.

Tabelle 2.5: Antikorper fiir durchflusszytometrische Analysen

Antikorper Klon Verdiinnung Hersteller
a-CD4-APC-Cy7 RM4-5 1:200 BD, Heidelberg
a-CD4-V500 RM4-5 1:200 BD, Heidelberg
a-CD8-PerCP-Cyb.5 53-6.7 1:100 BD, Heidelberg
a-CD8a-FITC 53-6.7 1:200 Biolegend, London, UK
a-CD11a-Pe-Cy7 M17/4 1:200 Biolegend, London, UK
a-CD44-BV510 IM7 1:100 Biolegend, London, UK
a-CD62L-PE-Cy7 MEL-14 1:100 eBioscience, Frankfurt
a-CTLA-4-BV421 UC10-4B9 1:100 Biolegend, London, UK
a-Foxp3-Alexa Fluor 700 FJK-165 1:80 eBioscience, Frankfurt
a-GranzymB-PE GB12 1:50 Invitrogen, Darmstadt
a-IFN~-FITC XMG1.2 1:100 BD, Heidelberg
a-1L-2-PE JES6-5H4 1:100 Biolegend, London, UK
a-IL-10-Alexa Fluor 700 JES5-16E3 1:100 eBioscience, Frankfurt
a-KLRGI1-FITC 2F1/KLRG1 1:200 Biolegend, London, UK
a-LAG-3-PerCP-Cy5.5 C9B7TW 1:200 Biolegend, London, UK
a-PD-1-efluord50 RMP1-30 1:100 eBioscience, Frankfurt
a-PD-1-PE RMP1-30 1:100 Biolegend, London, UK
a-TIM-3-APC RMT3-23 1:400 Biolegend, London, UK
a-TNFa-APC MP6-XT22 1:100 BD, Heidelberg

Folgender Antikorper wurde fiir in vitro Restimulationen von Milzzellen eingesetzt (siehe

Tabelle 2.6).
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Tabelle 2.6: Antikorper fiir in vitro Analysen
Antikorper Klon Konzentration Hersteller

a-CD3 145-2C11 1 pg/mL Biolegend, London, UK

Fiir die in vivo Behandlungen der Mause im Rahmen der Blockade-Experimente wurden
nachfolgende Antikorper eingesetzt (sieche Tabelle 2.7). Der Antikorper gegen CTLA-4
wurde zuvor mit Hilfe des Hybridoms 4F10 fiir diese Arbeit selbst hergestellt.

Tabelle 2.7: Antikorper fiir in vivo Behandlungen

Antikorper Klon Applikationsmenge Hersteller

a-CTLA-4 4F'10 400 ng Stefanie Lilla, BNITM, Hamburg
a-LAG-3 C9BTW 100 ng BioXCell, West Lebanon, USA
a-PD-1 RPM1-14 250 pg BioXCell, West Lebanon, USA
a-TIM-3 RMT3-23 200 ng BioXCell, West Lebanon, USA

Die Immunfluoreszenzfarbungen zur Kontrolle der infizierten Inokulate wurden mit Hilfe
der in Tabelle 2.8 aufgelisteten Antikorper durchgefiihrt.

Tabelle 2.8: Antikorper fiir Immunfluoreszenz

Antikorper Klon Verdiinnung Hersteller

Maus-a-56 kDa (O. tsutsugamushi) — 2F2 1:2000 BNITM, Hamburg
Ziege-a-Maus IgG DyLight 488 polyklonal 1:500 Dianova, Hamburg
Ziege-a-Maus IgG Peroxidase polyklonal 1:2000 Dianova, Hamburg

2.4 Bakterienstamme, Hybridom, Zelllinien, Mausstamme

Fiir die Anzucht von O. tsutsugamushi in dieser Arbeit wurde auf folgende Zelllinie (siche
Tabelle 2.9) zuriickgegriffen.

Tabelle 2.9: Zelllinien
Zelllinie Herkunft

L929-Mausfibroblasten DSMZ, Braunschweig

Der a-CTLA-4 Antikérper fiir die in vivo Behandlungen wurde aus dem Uberstand einer
Zellkultur mit dem Hybridom 4F10 (siehe Tabelle 2.10) aufgereinigt.
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Tabelle 2.10: Hybridom
Hybridom Klon Herkunft

a-CTLA-4 Hybridom 4F'10 Christiane Steeg, BNITM, Hamburg

Fiir die Infektionen dieser Arbeit wurde folgender Bakterienstamm eingesetzt (siche Ta-
belle 2.11).

Tabelle 2.11: Bakterienstamm
Bakterienstamm Herkunft

Orientia tsutsugamushi Karp  Dr. J. Stenos, Division of Veterinary and Biomedical Science,
Murdoch University, Murdoch, Australien

Alle Tierversuche dieser Arbeit wurden mit nachfolgendem Mausstamm durchgefiihrt (sie-
he Tabelle 2.12).

Tabelle 2.12: Mausstamm
Mausstamm Herkunft

C57BL/6J Charles River, Sulzfeld
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2.5 Kulturmedien, Puffer, Stammlosungen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde auf diverse Kulturmedien, Puffer und Stammloésungen
zurlickgegriffen. Die Zusammensetzung der Kulturmedien, Puffer und Stammlésungen
fiir die zellbiologischen und tierexperimentellen Arbeiten sind in Tabelle 2.13 und fiir die
molekularbiologischen Arbeiten in Tabelle 2.14 zu finden.

2.5.1 Kulturmedien, Puffer, Stammlésungen fiir zellbiologische und
tierexperimentelle Arbeiten

Tabelle 2.13: Kulturmedien, Puffer, Stamml6sungen fiir zellbiologische und tierexperimen-
telle Arbeiten

Medium, Puffer, Stammlésung Zusammensetzung pH

Blockpuffer 400 mL TBS-Tween
20 g Milchpulver

Collagenase/DNAse Losung 1:100 Collagenase-Stammlésung
10 pg/mL DNAse I
in R5F~¢ (siehe unter R in dieser Tabelle)

Collagenase-Stammlsung 20 mg/mL Collagenase

Erythrozytenlysepuffer 10 % 0,17 M TRIS 7,4
90 % 0,17 M NH,CI

FACS Puffer 1 % FCS
0,01 % NaNj
in PBS

Ketamin /Xylacin-Losung 12 mg/mL Ketamin
1,6 mg/mL Xylacin
in PBS

Kryomedium 60 % FCS
40 % DMSO

Methylzellulose-Losung 16,8 g Methylzellulose
in 600 mL. Wasser

Methylzellulose-Medium 33 % Methylzellulose-Losung
67 % R10F~¢ (siche unter R in dieser Tab.)

Paraformaldehyd-Losung 4 % Paraformaldehyd

PBS (10x) 137 mM NaCl 7,4
2,7 mM KCl
100 mM NaQHPO4
2 mM KHoPOy
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Medium, Puffer, Stamml6sung

Zusammensetzung pH

PFHM serumfrei

Phosphatpuffer

R5F~¢

R5FF¢

R10F~-¢

TBS (10x)

TBS-Tween

Trypanblau-Loésung

500 mL PFHM-Medium
10 mL L-Glutamin (200 mM)

Stock 1: 500 mM NayHPO,x 2H,O
Stock 2: 500 mM NaH,PO,x 2H,0O
Stock 1 und 2 auf 20 mM verdiinnen 7,0

500 mL RPMI 1640-Medium ohne Glutamin
50 mL FCS

10 mL HEPES (1 M)

10 mL L-Glutamin (200 mM)

wie R5F~¢
aber plus 2,5 mL Gentamycin (10 mg/mL)

wie RGF—¢
aber 100 mL FCS

24,2 g Tris-Base 7,6
80 g NaCl
ad 1 L Aq. bidest.

10 % TBS (10x) 8,5
0,1 % Tween 20

2 % Trypanblau (50x)
in PBS

2.5.2 Kulturmedien, Puffer, Stammlésungen fiir molekularbiologische

Arbeiten

Tabelle 2.14: Kulturmedien, Puffer, Stamml6sungen fiir molekularbiologische Arbeiten

Medium, Puffer, Stammlésung

Zusammensetzung

Sybr Green Losung

1:1000 Sybr Green 1 in DMSO
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2.6 Nukleinsauren

Tabelle 2.15: Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz Hersteller
traD-fw (3b) CACAACATCCAAATGTTCAG TIB Molbiol, Berlin
traD-rv (6a) GCACCATTCTTGACGAAA TIB Molbiol, Berlin

2.7 Software

Tabelle 2.16: Software

Software Hersteller

GraphPad Prism Version 5.0b GraphPad Software, La Jolla, USA
FlowJo 10.06 Treestar, Ashland, USA
LEGENDplex™™ Version 7.0 Biolegend, Heidelberg
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3 Methoden

3.1 Zellbiologische Methoden

Alle zellbiologischen Arbeiten wurden bei sterilen Bedingungen unter der Verwendung ste-
riler Verbrauchsmaterialien und einer sterilen Sicherheitsbank der Klasse IT durchgefiihrt.
Bei den Methoden der Durchflusszytometrie (sieche Kapitel 3.1.9) und der Immunfluores-
zenz (siehe Kapitel 3.1.4) war dies nicht notwendig. Die Zentrifugationsschritte wurden,
soweit nicht anders angegeben, fiir 5 min bei 322x g und einer Temperatur von 4 °C
durchgefiihrt.

3.1.1 Bestimmung von Zellzahlen

Fiir einen Grofteil der zellbiologischen Arbeiten muss die Konzentration der Zellen mittels
Neubauer Zahlkammer bestimmt werden. Dafiir wurden 10 pL. Zellsuspension in 90 pL
Trypanblau verdiinnt. Milzzellen wurden aufgrund ihrer erhohten Zellkonzentration ein
weiteres Mal 1:10 verdiinnt. Anschliefsend folgte die Auszdhlung der lebenden, farblosen
Zellen unter einem inversen Lichtmikroskop. Dabei wurden jeweils zwei Grofquadrate
der Neubauer Zahlkammer ausgezéhlt und der Mittelwert der gezéhlten Zellen fiir die
Berechnung der Zellkonzentration verwendet. Die Konzentration der Zellen konnte mit
folgender Formel unter Einbeziehung des Verdiinnungsfaktors und des Kammerfaktors
10* ermittelt werden:

Zellkonzentration prol mL = Anzahl an gezihlten Zellen x Verdiinnungs faktor = 10*

3.1.2 Kultivierung von L929 Zellen

L929 Zellen wurden regelméafig in Kultur gehalten. Die Zellen wurden dabei bei 37 °C
und einer 5 % CO, Sittigung in R5F+¢ kultiviert. Zweimal wochentlich wurden die Zellen
mit Trypsin abgeldst und jeweils 4x10° Zellen auf neue 75 cm? Zellkulturflaschen verteilt.
Die kultivierten Zellen wurden zur Herstellung von infizierten und nicht infizierten 1.929

Inokulaten fiir nachfolgende in vivo Infektionen benotigt.

3.1.3 Herstellung von infizierten und nicht infizierten L929 Inokulaten

Fiir die Herstellung O. tsutsugamushi infizierter Inokulate wurden die 1929 Zellen einen
Tag vor der Infektion mit etwa 2000 rad v-Strahlen fiir 540 s bestrahlt und in RSF~¢
aufgenommen. Wichtig fiir alle Arbeiten mit infizierten Zellkulturproben ist das Verwen-
den eines Mediums ohne Gentamycin (R5F~¢), um das Wachstum der Bakterien nicht
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zu hemmen. Fiir die Infektion wurde zunéchst ein kryokonserviertes O. tsutsugamushi
Inokulat ziigig in der Hand aufgetaut und in ein 15 mL Falcon iiberfiihrt. Insgesamt wur-
den 10 mL R5F~¢ tropfchenweise hinzugegeben und zentrifugiert. Das Pellet wurde in
6 mL R5F~¢ aufgenommen und auf einen nicht infizierten L929-Zell-Monolayer in eine
75 cm? Zellkulturflasche pipettiert. Nach einer Inkubation von 1 h bei 37 °C sowie nach
3 d erfolgte ein Mediumwechsel mit 15 mL frischem R5F~¢. Nach weiteren 4 d wurde
eine neue 75 cm? Zellkulturflasche mit O. tsutsugamushi infiziert. Eine bzw. zwei Wo-
chen nach den Infektionen wurden acht grofe 175 cm? Zellkulturflaschen mit bestrahlten
L929 Zellen mit jeweils 1 mL eines gepoolten Inokulates aus den ein bzw. zwei Wochen
alten infizierten Zellen behandelt. Die Ernte der infizierten Inokulate erfolgte nach einer
weiteren Woche. Nach dem Abschaben der Zellen wurden diese inklusive Uberstand aller
acht Flaschen gepoolt und bei Raumtemperatur (RT) zentrifugiert. Das Pellet wurde in
28 mL R5F~¢ aufgenommen und & 0,5 mL auf Kryorohrchen aufgeteilt und zusammen

mit weiteren 0,5 mL Kryomedium in fliissigem Stickstoff eingefroren.

In den in vivo Experimenten dieser Arbeit wurden zudem nicht infizierte Kontrollgruppen
benotigt. Diese erhielten anstelle der infizierten Inokulate nicht infizierte 1929 Inokulate.
Dazu wurden nicht infizierte Zellen inklusive Uberstand von acht groken 175 cm? Zell-
kulturflaschen gepoolt und ebenfalls in Kryorohrchen im Verhéltnis 1:1 mit Kryomedium
eingefroren. Um den Erfolg der einzelnen Infektionsschritte zu iiberpriifen, wurden von

den jeweiligen Inokulaten Immunfluoreszenzfarbungen (siche Kapitel 3.1.4) angefertigt.

3.1.4 Immunfluoreszenz zum Nachweis von O. tsutsugamushzi

Zur Uberpriifung, ob ein Inokulat wirklich mit O. tsutsugamushi infiziert war, wurde eine
Immunfluoreszenzfarbung durchgefiihrt. Dazu wurde 1 mL eines Inokulates noch vor der
Zugabe des Kryomediums im Rahmen der Herstellung von infizierten Inokulaten (siehe
Kapitel 3.1.3) zunéchst fiir 5 min bei 15871x g zentrifugiert. Das Pellet wurde in 200 pL
PBS resuspendiert und bei 56 °C fiir 30 min inaktiviert. 20 pL des Inokulates wurden auf
einen maskierten Objekttrager aufgetragen. Nach 1 h Trockenzeit folgte eine Fixierung
fiir 10 min bei -20 °C in Aceton. Die Farbung erfolgte durch eine 30 min Inkubation bei
37 °C in einer feuchten Kammer mit 20 nL. des gegen das 56 kDa Oberflachenprotein von
O. tsutsugamushi gerichteten Antikorpers (Klon 2F2) bei einer Verdiinnung von 1:2000 in
PBS. Es folgte ein dreimaliges Waschen mit PBS und eine Inkubation mit 20 pL. DyLight
a-Maus IgG (1:500 in PBS). Nach erneutem dreimaligem Waschen konnte das Inokulat
unter dem Fluoreszenzmikroskop auf eine positive Farbung des Antikorpers gegen das
56 kDa gerichteten Oberflichenprotein und somit auf O. tsutsugamushi hin iiberpriift
werden. Nach erfolgreicher Férbung konnten die hergestellten Inokulate (siehe Kapitel

3.1.3) fiir Experimente weiterverwendet werden.

3.1.5 Immunofocus-Assay zur Quantifizierung von infizierten Inokulaten

Um die Infektiositéat der hergestellten infizierten Inokulate in vitro quantifizieren zu kon-
nen, sowie mehrere zu verschiedenen Zeitpunkten hergestellte Inokulate miteinander ver-
gleichen zu konnen, wurde ein Immunofocus-Assay herangezogen [30]. In eine 24- Well
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Platte wurden pro Well jeweils 4x10° zuvor mit etwa 2000 rad 7-bestrahlte Zellen fiir
540 s in 1 mL R5F~¢ ausgesiit und iiber Nacht kultiviert. Daraufhin wurde ein Kryoréhr-
chen eines bereits kryokonservierten infizierten Inokulates ziigig aufgetaut, mit R5F~¢
gewaschen und bei 9371x g fiir 5 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 mL R5F~¢
resuspendiert, wovon anschlieRend 50 pL der Suspension auf 10 mL mit R5F~¢ aufge-
fiillt wurden. Nachdem von der Bakteriensuspension serielle 1:4 Verdiinnungen hergestellt
wurden, wurde das Medium von den 24- Well Platten abgenommen. Anschlieffend wurden
pro Well 200 pL R5F~¢ und jeweils 200 pL der entsprechenden Inokulatverdiinnungen
hinzugegeben. Zur Sicherstellung, dass alle Bakterien des Inokulates auf den Boden der
Zellkulturplatte gelangen, folgte eine Zentrifugation von 30 min bei 143x g, woraufhin der
Uberstand entfernt wurde und ein zweimaliges Waschen mit R5F~¢ durchgefiihrt wur-
de. Die infizierten Zellen wurden nun fir 14 d in Methylzellulosemedium kultiviert, um
eine Ausbreitung der Orientien nach dem budding (siehe Kapitel 1.1.2) zu verhindern.
Daraufhin wurde das Medium entfernt, mit PBS gewaschen und 2 h mit 4 % Paraformal-
dehydlésung fixiert. Zur Detektion der gebildeten infizierten Bakterienkolonien (Spots)
wurden die Zellen zunéchst fir 30 min mit 0,5 % Triton X-100 permeabilisiert. Nach
dem Waschen mit PBS und einer 1 h Inkubation in Blockpuffer zur Vermeidung un-
spezifischer Bindungen des Antikorpers, folgte die Zugabe des a-56 kDa Antikorpers fiir
1 h (1:2000 in PBS). Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurde fir 1 h mit einem
Peroxidase-konjugierten a-Maus Antikorper (1:2000 in PBS) geférbt. Es folgte ein erneu-
tes zweimaliges Waschen mit PBS und eine Inkubation mit TMB Substrat. Sobald blaue
Spots sichtbar wurden, konnte die Reaktion durch zweimaliges Waschen mit Aq. bidest.
gestoppt werden. Die Auszadhlung der Spots pro Well erfolgte unter einem inversen Mi-
kroskop. Zur Bestimmung der Infektiositit wurden die gezéhlten Spots gegen die jeweilige
Verdiinnung des Inokulates aufgetragen. Nach einer nicht linearen Regression konnte den
hergestellten infizierten Inokulaten entsprechend der Anzahl an gezdhlten Spots eine ent-
sprechende Infektionseinheit zugeordnet werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die
Méuse mit einer Dosis von 25.000 spot forming units (sfu) infiziert.

3.1.6 Praparation von murinen Lymphozyten aus der Milz

Nach der Entnahme der Milz aus der Maus wurde diese zwischen zwei sterilen Objekt-
trigern mit einem Mattrand zerrieben und in 4 mL R5F~¢ gegeben. Die Zell-Medium-
Suspension wurde zentrifugiert, worauthin die Erythrozyten durch Inkubation mit einem
Erythrozytenlysepuffer fiir 5-7 min bei RT lysiert wurden. Nach dreimaligem Waschen mit
R5F~Y wurde das Pellet in R5F~¢ resuspendiert und die Zellzahl (siehe Kapitel 3.1.1)
bestimmt. Die Milzzellen konnten anschliefend fiir durchflusszytometrische Analysen oder

in vitro Restimulationen eingesetzt werden.

3.1.7 Praparation von murinen Lymphozyten aus der Lunge

Vor der Entnahme der Lunge wurde zunéchst eine Lungenperfusion (siche Kapitel 3.3.3)
durchgefiihrt, um die intravaskuldren Leukozyten der Lunge, einem der am stirksten

vaskularisierten Organe, zu entfernen. Anschlieffend wurde die Lunge mit einem sterilen
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Skalpell in einer sterilen Petrischale sehr fein zerkleinert. Es folgte ein Verdau in 3 mL
Collagenase/DNAse Losung im Wasserbad bei 37 °C fiir 60 min, wobei mit Hilfe einer
Pasteurpipette alle 15 min auf- und abpipettiert wurde. Die Reaktion wurde durch die
Zugabe von 150 pL einer 5 mM EDTA-Losung fiir 5 min bei 37 °C abgestoppt und der
Gesamtverdau durch ein 70 pm Zellsieb gegeben. Nach einer Zentrifugation folgte eine
Lyse der Erythrozyten durch Inkubation mit einem Erythrozytenlysepuffer fiir 2 min
bei RT. Die Zellen wurden nach zweimaligem Waschen mit R5F~¢ zentrifugiert und in
R5F~Y resuspendiert. AnschlieRend wurde die Zellzahl bestimmt (siehe Kapitel 3.1.1) und
die Zellen konnten fiir durchflusszytometrische Analysen oder in vitro Restimulationen

eingesetzt werden.

3.1.8 Restimulation von murinen Zellen in vitro

Zur Messung intrazelluldrer Zytokine, musste fiir einige Experimente eine in vitro Resti-
mulation der zuvor isolierten Lungen- oder Milzzellen durchgefiihrt werden. So mussten fiir
die LEGENDplex”™-Analysen (siche Kapitel 3.1.10) in dieser Arbeit isolierte Milzzellen
zunachst in vitro mit a-CD3 restimuliert werden, um die Milzzellen bei der Zytokinpro-
duktion zu unterstiitzen. Dazu wurden 2x10° Zellen pro Well jeweils in Triplikaten in einer
96- Well Rundbodenplatte fiir 48 h mit 1 pg/mL a-CD3 (Klon: 145-2C11) in R5F+¢ bei
37 °C und 5 % CO, Séttigung inkubiert. Anschliefend wurde der Uberstand abgenommen
und bei -20 °C bis zur LEGENDplex?™-Analyse gelagert. Fiir geplante durchflusszyto-
metrische Analysen (siche Kapitel 3.1.9) von Zytokinen wurden hingegen jeweils 1x10°
Lungenzellen pro Well in eine 96- Well Rundbodenplatte ausgeséit und fiir 4 h mit 100 pL
PMA (10 ng/mL), Ionomycin (250 ng/mL) sowie Golgi Stop (1:200) in R5F~¢ bei 37 °C
und einer 5 % CO, Sattigung kultiviert, um die Zellen ebenfalls zur Zytokinprodukti-
on anzuregen. Die restimulierten Zellen konnten anschlieffend fiir durchflusszytometrische

Analysen gefirbt werden (siehe Kapitel 3.1.9).

3.1.9 Durchflusszytometrische Analyse

Fiir eine durchflusszytometrische Analyse wurden die isolierten und je nach Experiment
zuvor restimulierten Zellen (siehe Kapitel 3.1.8) zunéchst mittels fluoreszierenden Anti-
korpern fiir die gewiinschten Marker (siche Tabelle 2.5) gefarbt, um mit Hilfe von FACS
(engl. fluorescent activated cell sorting) die jeweiligen Marker detektieren zu konnen. Dazu
wurden jeweils 1x10° Zellen pro Well in eine 96- Well Rundbodenplatte ausgesit und nach
der Zugabe von 150 pL. FACS-Puffer zentrifugiert und der Uberstand verworfen (Wasch-
schritt). Anschliefend folgte ein Oberflichenblock fiir 10 min bei 4 °C durch die Zugabe
von 25 pL Fe-Block, um unspezifische Bindungen der Antikérper an Fo-Rezeptoren zu
verhindern. Fiir die Oberflachenfarbung wurde mit 50 pL einer gewiinschten Antikorper-
verdinnung in Fe-Block fiir 60 min bei 4 °C inkubiert (siche Abbildung 3.1).
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Farbeschema fiir...

Regulatoren Aktivierungsmarker Zytokine
CD8 FITC CD8 | PerCpCy5.5 CD8 PerCpCy5.5
CD4 V500 KLRG1| FITC CD4 V500
Extrazellulire PD-1 PE CD62L | PE-Cy7 PD-1 | efluor540
Farbung LAG-3 | PerCpCy5.5 PD-1 | APC
CD11a | PE-Cy7 CD44 | V500
TIM-3 | APC
CTLA-4 BV421 GrzB | PE CD4 V500
Intrazellulire Foxp3 |AlexaFl.700 IFNy | FITC
Farbung IL-2 PE
TNFa |APC

IL-10 | AlexaFl.700

Abbildung 3.1: Extra- und intrazellulire Farbeschema fiir durchflusszytometrische Analysen.
Dargestellt sind die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Protokolle zur Férbung von Regulatoren, Aktivie-
rungsmarkern und Zytokinen.

Nach einem Waschschritt mit FACS-Puffer mussten die Zellen durch die Zugabe von
150 pL Cytofix/Cytoperm fiir 20 min bei 4 °C permeabilisiert werden. Nach zweimaligem
Waschen mit 150 nL. Perm-Wasch-Puffer wurden intrazelluldre Marker durch die Zugabe
von 50 ul einer Antikérperverdiinnung in Perm-Wasch-Puffer fiir 30 min bei 4 °C ge-
farbt (siehe Tabelle 3.1). Die Zellen wurden mit Perm-Wasch-Puffer gewaschen und in
FACS-R6hrchen mit 200 nl. FACS-Puffer resuspendiert. Die Messungen konnten darauf-
hin am LSR-IT Durchflusszytometer erfolgen, wobei aufgrund der Fixierung mit Cyto-
fix/Cytoperm zwischen der Farbung und der Messung nicht ldnger als 24 h liegen sollten,
da sich einige AntikOrper nicht gut fixieren lassen. Auf eine Fixierung kann allerdings
nicht verzichtet werden, da einerseits der Cytofix/Cytoperm Puffer vor einer intrazellu-
laren Farbung zur Permeabilisierung der Zellen bendtigt wird. Andererseits werden die
Bakterien durch die Fixierung deaktiviert, um eine Messung am LSR-II auferhalb der
BSL3 (engl. biosafety level 8) Bedingungen zu ermoglichen. Vor den Messungen wurde
eine Kompensation mit Hilfe von OneComp eBeads von eBioscience entsprechend der Her-
stellerangaben durchgefiihrt, um Uberschneidungen der Fluorochrome zu verhindern. Bei
den Analysen wurden jeweils nicht stimulierte und FMO-Kontrollen (engl. fluorescent mi-
nus one) mitgefiihrt, um bei der Auswertung die Populationen entsprechend voneinander

abgrenzen zu konnen.

3.1.10 Bead-basierender Immunassay zur Quantifizierung von Zytokinen -
LEGENDplex™™

Zur Messung der IL-10 Zytokinkonzentration in den Uberstéinden von isolierten und mit
a-CD3 restimulierten Milzzellen wurde im Rahmen dieser Arbeit ein LEGENDplex?™-
Assay durchgefiihrt, der auf dem Prinzip eines Sandwich-Immunassays basiert. Der Vorteil
gegeniiber ELISA ist zum einen eine parallele Messung von 13 verschiedenen Analyten
in einem Assay. Des Weiteren besitzt er eine hohere Sensitivitat. In dem Assay werden
Beads eingesetzt, die nach ihrer Grofse und interner Fluoreszenzintensitéit sortiert werden.
Jede Beadsorte ist dabei mit einem spezifischen Antikérper gegen einen bestimmten zu
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messenden Analyten auf seiner Oberfliche konjugiert. Die Analyten in den zu messen-
den Proben binden dann an ihre jeweilige fiir sie spezifische Beadsorte. Im Rahmen des
Assays wird eine Mischung aus biotinylierten Detektionsantikdrpern hinzugegeben, wobei
jeder Detektionsantikdrper an seinen spezifischen Analyten bindet, der wiederum zuvor
an seinen spezifischen Bead gebunden hat. Es wurde demnach ein Sandwich aus Bead,
Analyt und Detektionsantikérper gebildet, zu dem daraufthin Streptavidin-Phycoerythrin
gegeben wird. Dieses bindet an den biotinylierten Detektionsantikorper und fiithrt zu fluo-
reszierenden Signalen, die proportional zu der Menge an gebundenen Analyten sind. Zur
Durchfiihrung des Assays mussten zunéchst die zu messenden Proben auf Raumtem-
peratur erwarmt werden. Pro Well einer 96- Well Rundbodenplatte wurden 25 pL des
mitgelieferten Assaypuffers und 25 pL. der zu messenden Proben pippetiert. In spezielle
dafiir vorgesehene Wells wurden anstelle der Proben 25 pL eines mitgelieferten Standards
gegeben. Die Proben wurden jeweils in Duplikaten aufgetragen. Im Anschluss wurden
weitere 25 pl. der Beadlosung und 25 plu der Detektionsantikorper den Wells beigefiigt.
Der Reaktionsansatz wurde vor Lichteinstrahlung geschiitzt und bei 600 rpm fiir 2 h auf
einem Schiittler inkubiert. Es folgte die Zugabe von 25 nL Streptavidin-Phycoerythrin
und eine weitere Inkubationszeit von 30 min bei 600 rpm im Dunkeln. Nach einer Zen-
trifugation von 5 min bei 1000x g wurde der Uberstand entfernt und mit 200 pL des
mitgelieferten Waschpuffers gewaschen. Nach einer erneuten Zentrifugation von 5 min bei
1000x g wurden die Beads in 300 pL. des Waschpuffers resuspendiert, die Suspension in
FACS Rohrchen iiberfiihrt und die fluoreszierenden Signale am Accuri-C6 gemessen. Die
Auswertung erfolgte mit der speziell von Biolegend fiir die Auswertung bereitgestellte
Software LEGENDplex”™ Version 7.0.

3.1.11 Herstellung von a-CTLA-4 (Klon 4F10) fiir in vivo Applikationen

Der CTLA-4 Antikorper, der im Rahmen dieser Arbeit fiir in vivo Injektionen der Blo-
ckadeexperimente genutzt wurde, wurde mit Hilfe eines Hybridoms des Klons 4F10 selbst
hergestellt. Zunédchst wurde dazu ein kryokonserviertes Hybridom aufgetaut und zusam-
men mit 9 mL R5F~¢ in ein 15 mL Falcon gegeben. Nach einer Zentrifugation von 6 min
bei 322x g wurde der Uberstand entfernt und das Pellet in 2 mL R5F~¢ resuspendiert.
Die gesamte Zellsuspension wurde anschliefsend in ein Well einer 6- Well Platte tiberfiihrt
und bei 37 °C und einer CO,-Séittigung von 5 % iiber Nacht kultiviert. An d1 wurden
die Zellen in einem neuen Well mit R5F~¢ 1:5 verdiinnt. An d5 nach dem Auftauen
wurde das Medium der Zellen abgenommen und durch serumfreies Medium (PFHM inkl.
Glutamin) ersetzt. Am darauffolgenden Tag wurden die gesamten Zellen zusammen mit
15 mL des serumfreien Mediums in eine 75 cm? Zellkulturflasche iiberfiihrt und bei 37 °C
und einer CO,-Sattigung von 5 % kultiviert bis sich das Medium gelb farbte und somit
auf eine ausreichende Dichte an Zellen geschlossen werden konnte. Die gesamte Zellsus-
pension wurde anschliefend in eine CELLMASTER™™ Zellkultur-Rollerflasche gegeben
und auf 300 mL mit serumfreiem Medium aufgefiillt. Die Kultivierung erfolgte waagerecht
im Brutschrank bei 37 °C und einer CO,-Sattigung von 5 %. Nach einem Tag wurde die
Zellkultur-Rollerflasche auf einen Rollinkubator ohne CO,-Sattigung plaziert und dort in
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Bewegung gehalten bis nur noch etwa 70 % der Zellen vital waren, was etwa nach 7 d
der Fall war. Ab diesem Zeitpunkt konnte die Aufreinigung des produzierten Antikorpers
beginnen. Dazu wurde die Zellsuspension auf 50 mL Falcons aufgeteilt und bei 3578x g
fiir 15 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschliefend in eine LPS-freie und sterile
Schottflasche iiberfiihrt. Durch die schrittweise Zugabe von 390 g Ammoniumsulfat pro
Liter Uberstand, erfolgte eine Ammoniumsulfatfiallung der Proteine iiber Nacht bei 4 °C
unter stdndigem Riihren. Es folgte eine Zentrifugation bei 10000x g fiir 20 min und an-
schliefender Trocknung des Pellets. Darauthin wurde das Pellet in 20 mM Phosphatpuffer
(siche Tabelle 2.13) aufgenommen (15 mL pro Pellet aus einem Liter serumfreiem Medi-
um). Durch eine Dialyse wurde schlieflich das Ammoniumsulfat gegen PBS entfernt. Der
Dialysierschlauch wurde dafiir zuvor fiir 20 min in Agq. bidest. eingeweicht und gespiilt.
Das resuspendierte Pellet wurde in den Dialysierschlauch iiberfiihrt und unter stindigem
Riihren in einem Becherglas mit 500 mL PBS bei 4 °C {iber Nacht dialysiert. Es folgten
zwei Pufferwechsel nach jeweils 24 h. Der aufgereinigte Antikorper wurde sterilfiltriert
und nach einer Konzentrationsbestimmung mittels Nanodrop auf eine Konzentration von

2 mg/mL in PBS eingestellt und bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 DNA-Aufreinigung von Organproben

Damit die Bakterienlast in den verschiedenen Organen bestimmt werden konnte, musste
zunachst die DNA aus den Organproben aufgereinigt werden. Dafiir wurden etwa erb-
sengrofse Stiicke von Milz, Lunge, Leber, Gehirn und Herz bzw. der gesamte popliteale
Lymphknoten in ein Precellys-Rohrchen, gefiillt mit Keramikkiigelchen (1,4/2,8 mm) und
500 pL. PBS, gegeben. Die mechanische Homogenisierung erfolgte mit Hilfe des Precel-
lys 24-Homogenisators durch einen zweimaligen Programmdurchlauf von 6000 rpm fiir
jeweils 45 s, unterbrochen von einer zweiminiitigen Pause. Anschliefsend wurden zu 80 pL
der Organsuspension 20 pL ProteinaseK, sowie 100 uL. ATL Puffer aus dem QIAamp®
DNA Mini Extraktionskit der Firma QIAGEN gegeben, worauf eine Inkubation bei 56 °C
iiber Nacht folgte. Daraufhin wurden weitere 200 pl. AL Puffer hinzugegeben und die
Proben fiir 10 min bei 70 °C inkubiert. Die DNA Extraktion erfolgte entsprechend der
Vorgaben des QIAamp® DNA Mini Extraktionskits, wobei folgende Anderungen zu be-
riicksichtigen waren. Zuvor bei -20 °C gelagerte unaufgereinigte DNA Proben wurden
zunachst fiir 5 min auf 37 °C erhitzt. Des Weiteren wurde die DNA am Ende in 50 pL
QIAGENTM Elutionspuffer eluiert.

3.2.2 Bestimmung von DN A-Konzentrationen

Die Konzentration aufgereinigter DNA-Proben wurde unter der Verwendung des Nano-
drop® 2000c Photometers bestimmt. Als Negativkontrolle diente dabei der fiir die Elution
eingesetzte QTAGENTM Elutionspuffer. Fiir die nachfolgende qPCR wurde eine Konzen-
tration von 20 ng/pLL DNA der Organproben eingesetzt.
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3.2.3 Quantitative Realtime-PCR (qPCR)

Zur Bestimmung der Bakterienlast in den verschiedenen Organen wurden diese mittels
einer qPCR auf das traD Gen hin untersucht. Die dafiir genutzte traD qPCR wurde von
Dr. Matthias Hauptmann 2013 in der Laborgruppe Keller am Bernhard-Nocht-Institut fiir
Tropenmedizin (BNITM) in Hamburg etabliert [30, 77]. Bei dem traD Gen handelt es sich
um ein Gen, das fiir einen Teil des Typ IV Sekretionssystems von O. tsutsugamushi codiert
und im O. tsutsugamushi Genom stark konserviert vorliegt. Fiir einen Reaktionsansatz
wurden folgende, in Tabelle 3.1 aufgefiihrten Reagenzien benotigt.

Tabelle 3.1: Reaktionsansatz fiir die traD qPCR

Reagenz Konzentration
10x Puffer 600 nM

dNTPs 200 pM

BSA 100 pg/mL
forward Primer (traD _fw) 600 nM

reverse Primer (traD _rv) 600 nM

Sybr Green 200 pg/mL
Hotstar taq DNA Polymerase 5 U/pL

Pro Probe werden 8 pnLi dieses Mastermixes benotigt, wozu noch 2 pl. der Organprobe mit
einer Konzentration von 20 ng/pL, eingesetzt wurden. Die qPCR wurde im LightCycler®
480 IT durchgefiihrt. Dabei erfolgte die Aktivierung des Enzyms bei 95 °C fiir 10 min. Es
folgten 45 Amplifikationszyklen mit jeweils 10 s bei 94 °C, 15 s bei 58 °C und 20 s bei
72 °C. Jede Probe wurde in Duplikaten gemessen und mittels einer Schmelzpunktanalyse
auf ihre Spezifitdt hin tiberpriift. Die absolute Quantifikation der traD Kopienanzahl der
gemessenen Proben wurde durch die "2nd derivate mazimum Methode” in Relation zu
einer externen Standardkurve aus einem linearisierten Standardplasmid mit bekannter
traD Kopienanzahl ermittelt.

3.3 Tierexperimentelle Methoden

Fiir diese Arbeit wurden ausschliefslich weibliche C57BL/6J Méause von Charles River ge-
nutzt, die zu Beginn des Versuches ein Alter von 6-9 Wochen aufwiesen. Die Haltung am
BNITM erfolgte unter BSL3 Bedingungen in speziell beliifteten Kéfigen (IVCs, engl. indi-
vidually ventilated cages). Zur Akklimatisierung der Tiere lagen zwischen dem Eintreffen
der Tiere am BNITM und dem Beginn der Experimente mindestens sieben Tage.

3.3.1 Infektion mit Orientia tsutsugamushi und Injektion von L929

Kontrollzellen

Mit O. tsutsugamushi infizierte Inokulate bzw. nicht infizierte 1.929-Kontrollinokulate
wurden ziigig in der Hand aufgetaut. Nach einer tropfenweisen Zugabe von 1 mL R5F~¢
wurde die Suspension in ein 15 mL Falcon iiberfiihrt und trépfchenweise weitere 8 mL
Medium hinzugefiigt. Nach einem Zentrifugationsschritt wurde der Uberstand entfernt,
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das Pellet in 1 mL. PBS resuspendiert und bei 9300x g fiir 5 min erneut zentrifugiert.
Das Pellet wurde anschlieffend entsprechend der zuvor mittels Immunofocus-Assay ermit-
telten Infektiositdt in einem entsprechenden Volumen PBS resuspendiert. Fiir die sub-
kutanen /intradermalen (sc./id.) Infektionen dieser Arbeit wurde eine Infektionsdosis von
25.000 sfu eingesetzt. Die Mause wurden zunéchst mit 10 pL /g Kérpergewicht eines An-
satzes aus Ketamin (12 mg/mL) und Xylacin (1,6 mg/mL) intraperitoneal narkotisiert.
Nach dem Verlust des Zwischenzehenreflexes erfolgte die Infektion durch eine sc./id. In-
jektion von 50 pL des infizierten bzw. nicht infizierten Inokulates verteilt iber mehrere

Injektionsorte in die Fufisohle des rechten Hinterbeines der Maus.

3.3.2 Injektion von Antikorpern

Fiir die Blockadeexperimente dieser Arbeit wurden je nach Experiment 400 pg a-CTLA-4
(Klon 4F10), 250 pg a-PD-1 (Klon RPM1-14), 200 pg o-TIM-3 (Klon RMT3-23) sowie
100 pg a-LAG-3 (Klon CIBTW) einzeln bzw. teilweise in Kombination intraperitoneal
(ip.) in einem Gesamtvolumen von 250 pL in PBS injiziert. Fiir eine frithe Blockade
wahrend der akuten Phase der O. tsutsugamushi Infektion erfolgte die Injektion an den
Tagen 0, 4 und 8 p.i., wiahrend die spéite Blockade wahrend der chronischen Phase der
Infektion an den Tagen 21, 25 und 29 p.i. durchgefiihrt wurde.

3.3.3 Priparation von Organen

Um die Organe auf ihre Bakterienlast hin zu untersuchen bzw. durchflusszytometrische
Analysen durchfiihren zu kénnen, wurden zunéchst die Organe an den gewiinschten Ana-
lysezeitpunkten entnommen. Dazu wurde den Mausen eine Uberdosis (15 ng/g Korper-
gewicht) einer Ketamin- (12 mg/mL) und Xylacin- (1,6 mg/mL) Losung ip. injiziert.
Nachdem keine Reflexe mehr nachzuweisen waren, wurde die Bauchdecke gedffnet und
ein Ausbluten der Maus durch eine Durchtrennung der Vena cava hervorgerufen. Um ein
Kollabieren der Lunge zu erreichen, wurde anschlieffend das Diaphragma angeschnitten
und der Brustkorb geodffnet. Es folgte eine Herzpunktion in den rechten Ventrikel. Ei-
ne Knopfkaniile wurde anschliefsend durch die Punktionsstelle in den rechten Ventrikel
eingefiihrt, wodurch eine Perfusion der Lunge durch die Arteria pulmonalis mit 5 mL
PBS ermoglicht wurde. Dies war notig, um die intravaskuldren Leukozyten der Lunge zu
entfernen. Die Lunge wurde dabei so lange gespiilt, bis sich diese weif farbte. Nach er-
folgreicher Lungenperfusion wurde zunéchst die Lunge entnommen. Anschliefend wurden
Herz, Leber, Milz, Gehirn und zuletzt der popliteale Lymphknoten aus dem rechten Hin-
terbein der Maus pripariert und in einer 6- Well Platte in R5F~¢ auf Eis bis zur weiteren
Verarbeitung gelagert.

3.3.4 Ethik

Die Tierversuche wurden von der Behorde fiir Umwelt und Gesundheit (Fachabteilung
Lebensmittelsicherheit und Veterindrwesen) mit dem Titel "Aktivierung und Regulation

der Immunantwort in der Infektion mit Orientia tsutsugamushi" (Genehmigungsnummer:
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106/15) genehmigt. Bei der Durchfithrung der Experimente wurde streng auf die Einhal-
tung der Bestimmungen des Tierschutzgesetzes geachtet.

3.4 Statistik

Die statistische Auswertung der gemessenen Daten erfolgte mit Hilfe der Software Gra-
phPad Prism (Version 5.0b). Die statistischen Unterschiede wurden in den meisten Fal-
len durch nicht-parametrische Tests (Kruskall-Wallis Test mit Dunns post test; Mann
Whitney-Test (zweiseitig)) ermittelt, da aufgrund der geringen Anzahl an Replikaten
(n<8) kein Test auf Normalverteilung durchgefithrt werden konnte. Bei Experimenten
mit n>8 wurde nach bestéitigter Normalverteilung eine One bzw. Two Way ANOVA mit
einer Bonferroni Korrektur durchgefiihrt. Die p-Werte sind in den Graphiken folgenderma-
fsen gekennzeichnet vorzufinden: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. In allen Experimenten
sind die Mittelwerte mit Fehlerbalken basierend auf dem SEM (engl. standard error of

the mean) angegeben.

48



Ergebnisse

4 Ergebnisse

Das Ziel dieser Arbeit war eine Untersuchung des Einflusses der negativen T-Zell-Stimu-
lation auf die T-Zell-vermittelte Immunantwort sowie deren Folgen fiir den Verlauf einer
O. tsutsugamushi Infektion in C57BL/6 M&ausen. Durch eine gezielte in vivo Blockade
koinhibitorischer Rezeptoren mittels Antikérpern konnte bei anderen Infektionsmodellen
eine gesteigerte T-Zell-Effektorantwort, verbunden mit einer reduzierten Erregerlast, ge-
zeigt werden. Ob sich dhnliche Effekte bei einer O. tsutsugamushi Infektion verzeichnen
lassen, wurde im Rahmen dieser Arbeit durch Untersuchungen der Bakterienlast unter-
sucht. Uber die negativen Regulatoren in O. tsutsugamushi infizierten C57BL/6 Miusen
ist bisher wenig bekannt, so dass zunéchst einmal von Interesse war, welchen Einfluss die
Infektion auf die Expression der koinhibitorischen Rezeptoren hat. Der Schwerpunkt der
Arbeit lag dabei auf den vier negativen Regulatoren CTLA-4, PD-1, TIM-3 und LAG-3.

4.1 T-Zell-Antwort einer Orientia tsutsugamush: Infektion in der
C57BL /6 Maus

Zur Untersuchung der vier negativen Regulatoren CTLA-4, PD-1, TIM-3 und LAG-3
wurden C57BL/6 Méause sc./id. mit 25.000 sfu O. tsutsugamushi infiziert und an sieben
verschiedenen Zeitpunkten (d6, 9, 12, 15, 21, 33 und 50 p.i.) Organproben entnommen.
Lungen- und Milzzellen wurden genutzt, um mittels durchflusszytometrischer Analyse die
Expression diverser Aktivierungsmarker und der negativen Regulatoren auf Lymphozy-
ten zu bestimmen. Als Kontrollen dienten Méuse, die nicht infizierte 1929 Zellen in die
Fufisohle injiziert bekamen. Zudem wurde in Lunge, Milz, Lymphknoten, Gehirn, Leber
und Herz jeweils die Bakterienlast mit Hilfe einer traD qPCR bestimmt. Wahrend des

gesamten Infektionsverlaufes wurde das Gewicht der Tiere als Vitalparameter erhoben.

4.1.1 Reduzierter Gesundheitszustand nach der O. tsutsugamushi Infektion

Um den Gesundheitszustand der Mause im Verlauf einer O. tsutsugamushi Infektion beur-
teilen zu kénnen, wurde das Gewicht der Méuse regelméfig kontrolliert. In Abbildung 4.1
ist die Gewichtsdifferenz zwischen d0 und dem jeweiligen Tag der Gewichtsnahme dx in
% im Verlauf der Infektion von d6 bis d50 p.i. im Vergleich zu nicht infizierten Kontroll-
méausen (L929 Kontrolle) dargestellt.
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Abbildung 4.1: Gewichtsverdnderungen in O. tsutsugamushi infizierten C57BL/6 Mé&usen.

Gezeigt ist der Infektionsverlauf beurteilt nach Gewichtsdnderungen von infizierten Méusen ( O.tsu), die 25.000 sfu
O. tsutsugamushi und nicht infizierten M&ausen (L929 Kontrolle), die nicht infizierte L929 Zellen sc./id. injiziert
bekamen. Dargestellt ist die Differenz des Korpergewichtes in % zwischen dem jeweilig gemessenen Zeitpunkt
nach der Infektion (dx) und dem Ausgangsgewicht am Tag der Infektion (dO) bei infizierten und nicht infizierten
Méusen. Gezeigt ist ein représentatives von zwei unabhéngigen Experimenten (Mittelwert £ SEM; n=5). *p<0,05
verglichen mit der jeweiligen naiven Kontrollgruppe; Two way ANOVA mit Bonferroni Korrektur. SEM =standard
error of the mean.

Die nicht infizierten Méuse zeigten von d6 bis d50 eine stetige Zunahme des Gewichtes
in % im Vergleich zu ihrem Ausgangsgewicht an d0. Die mit O. tsutsugamushi infizierten
Mause zeigten hingegen ab d9 eine Abnahme des Gewichtes in % im Vergleich zu ihrem
Ausgangsgewicht an d0, wobei sie an d12 ihr geringstes Gewicht mit einer Abnahme von
ca. 5 % im Vergleich zum Ausgangsgewicht zeigten. An d9 und d15 p.i. unterschied sich
das Gewicht der infizierten und nicht infizierten Méuse signifikant. Ab d15 nahmen die
infizierten Mause zu, so dass sie ab d21 eine mit den nicht infizierten Méusen vergleichbare

Gewichtszunahme fiir den verbleibenden beobachteten Zeitraum aufweisen konnten.

Die Gewichtsdaten zeigten, dass eine Infektion mit O. tsutsugamushi eine deutliche Re-
duktion des Gewichtes in dem Zeitraum von d9-d15 p.i. hervorruft und somit auf eine
Beeintrachtigung des Gesundheitszustandes schliefsen 1asst.

4.1.2 Organtropismus von Orientia tsutsugamushi

Neben der Untersuchung des Gesundheitszustandes wurde der Verlauf und die Ausbrei-
tung der O. tsutsugamushi Infektion untersucht. Die Erregerlast wurde dabei in verschie-
denen Organen mittels der fiir O. tsutsugamushi spezifischen traD qPCR an den Tagen
6, 9, 12, 15, 21, 33 und 50 p.i. bestimmt. In Abbildung 4.2 ist die Bakterienlast, in Form
von traD Kopien in Lunge (A), Milz (B), poplitealer Lymphknoten (C; LN), Leber (D),
Gehirn (E) und Herz (F) im Verlauf der Infektion pro 1 pg DNA dargestellt.
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Abbildung 4.2: Bakterienlast in verschiedenen Organen im Verlauf einer O. tsutsugamusht Infektion
bei C57BL/6 Méausen. Die Bakterienlast wurde an d6, 9, 12, 15, 21, 33 und 50 p.i. in Lunge (A), Milz (B),
poplitealer Lymphknoten (C; LN), Leber (D), Gehirn (E) und Herz (F) von infizierten C57BL/6 M#usen mittels
traD qPCR bestimmt. Gezeigt ist die Bakterienlast in Form von traD Kopien im Verlauf der Infektion pro 1 pg
DNA. Dargestellt ist ein reprisentatives von zwei unabhéngigen Experimenten (Mittelwert + SEM; n=>5). *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001; Kruskal-Wallis-Test mit Dunns post test.

Die Messungen zeigten, dass an d6 p.i. fiir den Lymphknoten mit 107 traD Kopien pro
1 pg DNA die héchste Bakterienlast zu messen war, wahrend in den anderen untersuchten
Organen die nachgewiesene Kopienzahl zwischen 10* und 10° lag. Fiir den Lymphknoten
stellte d6 p.i. zudem das Maximum dar. Zwolf Tage nach der Infektion konnten in Gehirn,
Herz und Lunge ihre jeweilig hochsten traD Kopien im Verlauf der Infektion gemessen
werden, wobei die Lunge mit etwa 107 traD Kopien die héchste Bakterienlast an diesem
Zeitpunkt zeigte und als Hauptorgan der Infektion gilt. Auch wahrend der spidten Phase
der Infektion (d15 - d50 p.i.) konnten in allen Organen traD Kopien nachgewiesen werden.
Lediglich im Gehirn waren an d50 p.i. keine Orientien mehr detektierbar.

Die Daten zeigen deutlich, dass sich die Bakterien nach einer sc./id. Infektion in den rech-
ten Hinterfut der Maus ihren Weg iiber den Infektionsort drainierenden Lymphknoten (d6
p.i.) iiber die Milz und die Leber (d9 p.i.) suchen und sich schlieflich in alle untersuchten
Organe ausbreiten (d12 p..). Erst an spéteren Zeitpunkten (d15 - d50 p.i.) nimmt die
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Bakterienlast wieder ab, bleibt aber weiterhin detektierbar. Ahnliche Ergebnisse konnten

auch schon im Balb/c-Mausmodell gezeigt werden [30, 77].

In fritheren Untersuchungen der Arbeitsgruppe sowie in Arbeiten von Shirai et al., konnte
gezeigt werden, dass sich die Bakterien durch eine Immunsuppression jederzeit wieder
reaktivieren lassen und die traD Kopienzahl daraufhin erneut ansteigt [Hauptmann et al.,
Manuskript in Vorbereitung|; [49]. Deshalb wird im Verlauf dieser Arbeit der Zeitraum
von d21 - d50 p.i. als chronische Phase der Infektion bezeichnet, wihrend die Zeitpunkte
d6 - d21 die akute Phase der Infektion darstellen.

4.1.3 Invasion der T-Lymphozyten in die Lunge wihrend der akuten Phase
der Infektion

Neben der Untersuchung des Gewichtes und der Bestimmung der Bakterienlast bei O.
tsutsugamushi infizierten Mausen ist die Charakterisierung der Lymphozyten ein wichti-
ger Anhaltspunkt, um eine Aussage iiber den Verlauf der Infektion und die Beteiligung
des adaptiven Immunsystems zu treffen. Dabei wurden isolierte Lungenzellen und Milzzel-
len mittels Antikorper gegen verschiedene Lymphozytenmarker gefarbt und anschlieffend
durchflusszytometrisch gemessen. In Abbildung 4.3 ist einerseits der Anteil der CD4*
(A) bzw. CD8" (B) T-Zellen an der Gesamt-Lymphozytenpopulation dargestellt. Thnen
gegeniibergestellt sind die absoluten Zellzahlen pro Organ in C und D.
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Abbildung 4.3: Verlauf der CD4" und CD8" T-Lymphozyten in der Lunge von O. tsutsugamushi
infizierten C57BL/6 Miusen. Isolierte Lungenzellen aus infizierten (O.tsu) und nicht infizierten (1929 Kon-
trolle) C57BL/6 Méausen wurden mit Antikorpern gegen (A; C) CD4 (APC-Cy7) und (B; D) CD8 (PerCP-Cy5.5)
gefarbt und ihre Anzahl der Lymphozyten in % (A, B) anschliefend durchflusszytometrisch bestimmt. (C, D)
Dargestellt ist die Gesamtzahl der CD4" bzw. CD8" T-Zellen pro Organ im Verlauf der Infektion. Gezeigt ist
eines von zwei unabhéngigen Experimenten (Mittelwert + SEM; O.tsu n=5; L929 Kontrolle/naiv n=21). *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001 jeder Zeitpunkt verglichen mit der naiven Kontrollgruppe; Kruskal-Wallis-Test mit Dunns
post test.

Eine Infektion mit O. tsutsugamushi fiilhrte ab d9 p.i. zu einem relativen Anstieg an
CD4* T-Lymphozyten in der Lunge von C57BL/6 Méusen (Abbildung 4.3; A). An d12
p.i. konnte nicht nur die héchste Bakterienlast in den untersuchten Organen (Lunge, Milz,
Leber, Gehirn und Herz) nachgewiesen werden (siehe Abbildung 4.2), sondern mit ca. 20 %
der Lymphozyten lag zudem ein Maximum an CD4" T-Zellen vor. Nach d12 p.i. nahm
der relative Anteil an CD41 T-Lymphozyten wieder ab, bis sie sich an d50 nach Infektion
an das Level der CD4" T-Zellen in naiven M&ausen anndherten. Die relativen CD8' T-
Lymphozyten (Abbildung 4.3; B) nahmen in der Lunge hingegen ab d12 p.i. kontinuierlich
zu, bis sie an d33 mit etwa 40 % der Lymphozyten ihr Maximum erreichten und das,
obwohl in diesem Zeitraum der chronischen Phase die Bakterienlast in den untersuchten
Organen bereits abnahm (siehe Abbildung 4.2). Erst an d50 p.i. nahmen die CD8" T-
Lymphozyten wieder ab, behielten jedoch mit 30 % aller Lymphozyten weiterhin ein
deutlich erhohtes Level im Vergleich zu den naiven Méausen, bei denen die Anzahl an
CD8*" T-Zellen bei unter 10 % der Lymphozyten lag. Auch die absoluten Zahlen zeigten
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einen signifikanten Anstieg an CD4" T-Zellen (C) an d12 und d21 p.i. in der Lunge. Die
CD8* T-Zellen (D) zeigten ebenfalls einen signifikanten Anstieg in der Lunge an d12 und
d21 p.i.. Die absoluten Zahlen der CD8" T-Zellen nahmen zwar an d33 und d50 p.i. wieder
ab, lagen jedoch immer noch im Vergleich zu der naiven Kontrollgruppe tendenziell erhoht
vor. Aufgrund des gewéhlten nicht-parametrischen statistischen Tests war das Ergebnis

jedoch nicht signifikant.

Anhand der Daten zeigt sich deutlich, dass auch in der chronischen Phase der Infektion
(d21 - d50 p.i.), in der keine Gewichtsunterschiede zwischen infizierten und nicht infizier-
ten Mé&usen (siche Abbildung 4.1) und eine nur geringe Bakterienlast (siehe Abbildung
4.2) nachgewiesen werden konnte, das Lymphozytenkompartiment der Lunge dauerhaft
verandert bleibt. Es handelt sich dabei nicht nur um eine relative Verschiebung der T-
Lymphozyten, sondern eine auf den absoluten Zahlen basierende chronische Entziindung,
die sich durch eine Anwesenheit von vor allem CD8" T-Zellen auszeichnet. Es kommt also
zu einer Invasion der T-Lymphozyten in das Hauptorgan der Infektion mit O. tsutsuga-
mushi, der Lunge, wobei vor allem die CD8" T-Lymphozyten im Vergleich zu den CD4"
T-Lymphozyten quantitativ eine grofere Rolle spielen und das iiber die akute Phase der
Infektion hinaus.

4.1.4 Aktivierung der CD8" T-Lymphozyten nach Infektion

Mit der Untersuchung der CD4" und CD8" Anteile der T-Lymphozyten konnte gezeigt
werden, dass bei einer Infektion mit O. tsutsugamushi besonders CD8% T-Lymphozyten in
der Lunge eine Rolle spielen, indem diese vor allem in der chronischen Phase mit 30-40 %
der Lymphozyten vertreten sind (sieche Abbildung 4.3). Mit weiteren durchflusszytometri-
schen Analysen wurden nun diese CD8" T-Lymphozyten vor der Analyse der negativen
Kostimulatoren zunéchst auf weitere Merkmale, wie zum Beispiel die Aktivierungsmarker
KLRG1, GrzB, CD62L und CD11a und ihre Dynamik (siche Abbildung 4.4) untersucht.
Hierbei wurden neben den Lymphozyten der Lunge auch die der Milz vergleichend unter-

sucht.
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Abbildung 4.4: Aktivierungsmarker auf CD8" T-Lymphozyten bei O. tsutsugamushi infizierten
C57BL/6 Méiusen. Isolierte Lungen- (A-D) und Milzzellen (E-H) von infizierten (O.¢su) und nicht infizierten
(L929 Kontrolle) C57BL/6 Méausen wurden an den aufgefithrten Zeitpunkten mit Antikorpern gegen KLRG1
(FITC), GrzB (PE), CD62L (PE-Cy7) und CD11la (PE-Cy7) gefiarbt und anschliefend durchflusszytometrisch
analysiert. Gezeigt ist die Anzahl der jeweiligen Marker auf CD8' T-Lymphozyten in %. Dargestellt ist ein
reprasentatives von zwei unabhéngigen Experimenten (Mittelwert £ SEM; O.tsu n=>5; L929 Kontrolle /naiv n=21).
*p<0,05, ¥*p<0,01, ***p<0,001; jeder Zeitpunkt verglichen mit der naiven Kontrollgruppe; Kruskal-Wallis-Test mit

Dunns post test.
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Die Farbung von KLRG1 (A) zeigte schon direkt an d6 p.i. einen signifikanten Anstieg
in den pulmonalen CD8" T-Lymphozyten, obwohl sich zu diesem Zeitpunkt der Anteil
an CD8' T-Zellen noch nicht verdndert hatte (siche Abbildung 4.1.3 B). In der Lunge
blieb KLRG1 den gesamten untersuchten Zeitraum bis d50 p.i. der chronischen Phase der
Infektion stark exprimiert und somit auch wihrend die Bakterienlast in den untersuchten
Organen bereits wieder abnahm (siche Abbildung 4.2). In der Milz konnte KLRG1 erst an
d12-21 p.i. signifikant erhoht nachgewiesen werden (E) und scheint demnach nur wahrend
der akuten Phase, in der die Bakterienlast in den Organen noch stark erhoht vorlag,
eine Rolle zu spielen. Auch die GrzB Expression lag in der Lunge (B) direkt an d6 p.i.
signifikant erhoht vor, ohne dass sich zu dieser Zeit der Anteil an CD8% T-Zellen schon
gedndert hatte. An d21 p.i. nahm die GrzB Expression in der Lunge jedoch wieder ab,
wihrend genau ab d21 p.i. die CD8" T-Lymphozyten in der Lunge signifikant erhoht
vorlagen (siehe Abbildung 4.1.3 B). Im Gegensatz dazu spielte GrzB in der Milz erst an
d12 p.i., dem Zeitpunkt mit der iiberwiegend héchsten Bakterienlast in den untersuchten
Organen (siehe Abbildung 4.2), mit einer signifikant erhéhten Expression eine Rolle. GrzB
blieb zudem in der Milz bis d50 signifikant erhoht (F). CD62L~ CD8" T-Zellen konnten
in der Lunge (C) erst wihrend der chronischen Phase signifikant erhoht nachgewiesen
werden, also in der Phase, in der die Bakterienlast bereits wieder abnahm, der Anteil der
CD8" T-Zellen jedoch signifikant zunahm. In der Milz konnte in der chronischen Phase
der Infektion ebenfalls ein tendenziell gesteigerter Anteil an CD62L~ CD8" T-Zellen (G)
gezeigt werden, dieser lag jedoch nicht signifikant vor. CD11a hingegen konnte in der
Lunge (D) zwischen d12 und d33 p.i. gesteigert nachgewiesen werden, wéhrend es in der
Milz (H) lediglich an d15 p.i. signifikant erhoht gezeigt werden konnte.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die CD8' T-Lymphozyten eine starke Expression
der untersuchten Aktivierungsmarker aufwiesen und im Verlauf der Infektion aktiviert
vorlagen. In der Lunge zdhlten KLRG1 und GrzB zu den Markern, die besonders friih
(d6 p.i.) nachgewiesen werden konnten, obwohl zu diesem Zeitpunkt der Anteil der CD87
T-Zellen noch unverdndert war. Die CD62L~ Zellen konnten hingegen erst in der chro-
nischen Phase gezeigt werden. In der Milz lagen vor allem KLRG1 und CD1la in der
akuten Phase der Infektion vor, wahrend GrzB sowohl in der akuten Phase als auch in
der chronischen Phase nachgewiesen werden konnte. Generell zeigt sich aber deutlich, dass
in der Milz die Aktivierungsmarker der CD8" T-Zellen erst spéter gezeigt werden konnen
als in der Lunge. Interessanterweise bleiben die CD8" T-Lymphozyten auch in der chro-
nischen Phase der Infektion aktiviert, obwohl gezeigt werden konnte, dass in dieser Phase
die Bakterienlast bereits in der Niahe der Nachweisgrenze der PCR vorlag.

4.1.5 Abnahme der CD4" Foxp3™ regulatorischen T-Zellen (Tregs) nach der
Infektion

Im Kapitel 4.1.4 wurde die Aktivierung der T-Lymphozyten beschrieben, die {iblicher-
weise durch eine Infektion von O. tsutsugamushi ausgeldst wird. Jede normal verlaufende
Immunantwort besteht jedoch aus einem Gleichgewicht zwischen der Expression der ak-

tivierten, fiir den Krankheitserreger spezifischen, T-Lymphozyten und gleichzeitig einer
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Gegenregulation, die eine iiberschiefende Aktivierung verhindert. Dabei spielen die regu-
latorischen Mechanismen eine wichtige Rolle [65, 111]. Zu den bekanntesten Zellen, die
fiir die Regulation der Immunantwort verantwortlich sind, gehoren die regulatorischen
T-Zellen (Tregs), welche die Proliferation anderer Zellen supprimieren. Diese sind CD4™"
T-Zellen, die CTLA-4 und Foxp3 exprimieren [111]. In Abbildung 4.5 sind die Tregs von
naiven und mit O. tsutsugamushi infizierten Lungen- sowie Milzzellen im Verlauf der In-
fektion (d6 - 50 p.i.) dargestellt. Daftir wurden die isolierten Zellen mit Antikérpern fiir
CD4, CTLA-4 und Foxp3 gefarbt und anschliefend durchflusszytometrisch untersucht.
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Abbildung 4.5: Abnahme regulatorischer T-Zellen in Milz und Lunge wihrend der Infektion mit O.
tsutsugamushi. Isolierte Milz- (A; C) und Lungenzellen (B; D) von infizierten (O.tsu) und nicht infizierten (1929
Kontrolle) C57BL/6 M&usen wurden mit Antikérpern gegen CD4 (V500) extrazelluldr sowie CTLA-4 (BV421)
und Foxp3 (Alexa Fluor 700) intrazelluldr gefdrbt und anschlieRend durchflusszytometrisch gemessen. A und
B zeigen exemplarisch fiir d6, 12 und 33 p.i. Dot Plot Diagramme von einer infizierten Maus im Vergleich zu
einer nicht infizierten Kontrollmaus (naiv). (C, D) Dargestellt ist die Gesamtzahl der Foxp3™ CTLA-417 CD4%
T-Zellen pro Organ im Verlauf der Infektion. Gezeigt ist ein représentatives von zwei unabhéngig durchgefiihrten
Experimenten (Mittelwert + SEM; O.tsu n=5; 1.929 Kontrolle/naiv n=21). *p«<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 alle
Zeitpunkte untereinander verglichen; Kruskal-Wallis-Test mit Dunns post test.
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Als Beispiel fiir die Farbung der Tregs sind in A und B fiir Lunge und Milz exemplarische
Dot Plot Diagramme mit den Foxp3™ CTLA-4" CD4" T-Zellen einer naiven Kontrollmaus
im Vergleich zu den infizierten Mausen an den Zeitpunkten d6, d12 und d33 p.i. dargestellt.
Nicht infizierte Kontrollméuse (naiv) wiesen in der Milz (C) eine Anzahl von 15x10° Tregs
je Organ auf, wihrend in der Lunge (D) lediglich 30.000 Tregs vorhanden waren. Trotz
der unterschiedlichen Ausgangssituation in Milz und Lunge, zeigten sowohl Milz als auch
Lunge an d9 p.i. einen Abfall der Tregs um den Faktor 2 bei der Milz und Faktor 7 in
der Lunge, der bis d15 p.i. anhielt. In der Milz waren in der akuten Phase der Infektion
(d9 - d15 p.i.) 5-10x10° Tregs zu messen, wihrend in der Lunge in dem gleichen Zeitraum
lediglich 10.000 Tregs vorhanden waren. An d21 p.i., wiahrend der chronischen Phase der
Infektion, nahmen die Tregs wieder zu, so dass kein signifikanter Unterschied mehr zur

naiven Kontrollgruppe zu verzeichnen war.

Die generelle Abnahme der Tregs in beiden Organen wiahrend der akuten Phase der In-
fektion deutet darauf hin, dass es zu keiner Expansion von Tregs als Regulatoren wahrend
der Infektion mit O. tsutsugamushi kommt, sondern eher zu einem Verlust. Da jedoch zu
einer funktionierenden Immunantwort die effektive Aktivierung der T-Lymphozyten im
Gleichgewicht mit einer anschliefenden Herunterregulation steht, ist zu vermuten, dass
wahrend der Infektion mit O. tsutsugamushi andere Mechanismen der Immunregulation

eingreifen.

4.1.6 T-Zellen zeigen eine gesteigerte Expression der negativen Regulatoren
CTLA-4, PD-1, TIM-3 und LAG-3 nach der Infektion

Um zu untersuchen, ob negative Korezeptoren wihrend der Infektion mit O. tsutsugamus-
hi anstelle der regulatorischen Tregs verstarkt exprimiert werden, wurden als néchstes die
CD4" und CD8" T-Lymphozyten aus der Lunge auf ihre Expression der negativen Re-
gulatoren CTLA-4, PD-1, TIM-3 und LAG-3 untersucht. Im Folgenden liegt der Schwer-
punkt iiberwiegend auf der Lunge, da diese besonders stark infiziert (siche Abbildung 4.2)
und somit am besten geeignet ist, um infektionsspezifische Verdnderungen nachzuweisen.
So wurden isolierte Lungenzellen aus O. tsutsugamushi infizierten und nicht infizierten
C57BL/6 Mausen nach einer Farbung mit Antikérpern gegen die Regulatoren durch-
flusszytometrisch gemessen. In Abbildung 4.6 sind die Expressionen der verschiedenen
Regulatoren von CD4% T-Lymphozyten im Verlauf der Infektion (d6-50 p.i.) dargestellt,
wéhrend in Abbildung 4.7 die Regulatoren auf CD8" T-Lymphozyten gezeigt werden.
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Abbildung 4.6: Expression negativer Korezeptoren auf pulmonalen CD4" T-Zellen wihrend der
Infektion mit O. tsutsugamushi. (A-E) Lungenzellen von infizierten (O.tsu) und nicht infizierten C57BL/6
Méusen (naiv) wurden isoliert und mit Antikérpern gegen CD4 (V500), PD-1 (PE; B, E), TIM-3 (APC; C, E)
und LAG-3 (PerCP-Cyb5.5; D, E) extrazelluldr sowie CTLA-4 (BV421; A, E) intrazelluldr gefdrbt und durchfluss-
zytometrisch bestimmt. (A-D) Exemplarische Dot Plots fiir jeweils eine naive und eine infizierte Maus fiir die d9,
12, 21 und 33 p.i.. (E) Gezeigt sind die untersuchten negativen Korezeptoren in % der CD4" T-Lymphozyten
im Verlauf der O. tsutsugamushi Infektion (d6 - d50 p.i.). Dargestellt ist ein reprisentatives von zwei unabhén-
gigen Experimenten (Mittelwert £ SEM; O.tsu n=5; naiv n=21). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 jeder Zeitpunkt
verglichen mit der naiven Kontrollgruppe; Kruskal-Wallis-Test mit Dunns post test.
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In A-D sind entsprechend fiir jeden negativen Korezeptor exemplarische Dot Plot Dia-
gramme aufgefiihrt. Im naiven Zustand waren alle negativen Regulatoren auf CD4" T-
Lymphozyten mit etwa 5-10 % vertreten (A-E). An d6 p.i. zeigten sowohl CTLA-4 als
auch PD-1 (E) einen leichten Anstieg ihrer Expression auf CD41 T-Zellen auf etwa 10 %
bzw. 20 %, wobei PD-1 mit seinen 20 % an d6 der am hochsten exprimierte Regulator war.
An d9 konnte sowohl fiir CTLA-4 (A, E; 70 %) als auch PD-1 (B, E; 40 %) und TIM-3
(C, E; 30 %) ein signifikanter Anstieg verzeichnet werden. CTLA-4 und TIM-3 nahmen
ab d12 p.i. stetig ab bis sie an d33 wieder an ihrem Ausgangsniveau, vergleichbar mit
den naiven Mé&usen, angekommen waren (A, C, E). PD-1 hingegen zeigte einen weiteren
signifikanten Anstieg mit einem Maximum von 50 % an d12 p.i., worauf an d15 ein plotz-
licher Abfall auf 10 % erfolgte, um dann noch einmal an d21 erneut auf 30 % anzusteigen
(B, E). LAG-3 scheint im Vergleich zu den anderen untersuchten Regulatoren quantitativ
gesehen auf den CD4" T-Lymphozyten wihrend der O. tsutsugamushi Infektion nur eine
untergeordnete Rolle zu spielen. Trotzdem war auch bei LAG-3 ein langsamer Anstieg der
Expression zu verzeichnen, der an d12 p.i. mit etwa 10 % in einem Maximum gipfelte, um
dann wieder kontinuierlich auf das Ausgangsniveau vergleichbar mit einer naiven Maus
zuriickzugehen (D, E).

Der am schwichsten exprimierte Marker auf pulmonalen CD4% T-Zellen war LAG-3, der
auch gleichzeitig der am spatesten exprimierte Korezeptor war. PD-1 hingegen war unter
den untersuchten negativen Korezeptoren der am frithsten exprimierte Rezeptor und zeigte
zudem einen zweiphasigen Verlauf mit zwei Maxima an d9 und d21 p.i..

Auf den CD4*% T-Lymphozyten war CTLA-4 prozentual gesehen mit 70 % an d9 der am
starksten vertretene untersuchte negative Korezeptor. Da in Kapitel 4.1.5 bereits gezeigt
werden konnte, dass die CTLA-41 Foxp3™ Tregs wahrend der Infektion mit O. tsutsuga-
mushi abnahmen, muss es sich bei diesen CTLA-4" T-Zellen um Foxp3~ Zellen handeln

und somit einen anderen Zelltyp als Tregs darstellen.
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Abbildung 4.7: Expression negativer Korezeptoren auf pulmonalen CD8" T-Zellen wihrend der
Infektion mit O. tsutsugamushi. (A-E) Lungenzellen von infizierten (O.tsu) und nicht infizierten C57BL/6
Maéusen (naiv) wurden isoliert und mit Antikdérpern gegen CD8 (FITC), PD-1 (PE; B, E), TIM-3 (APC; C, E)
und LAG-3 (PerCP-Cy5.5; D, E) extrazelluldr sowie CTLA-4 (BV421; A, E) intrazelluldr gefdrbt und durchfluss-
zytometrisch bestimmt. (A-D) Exemplarische Dot Plots fiir jeweils eine naive und eine infizierte Maus fiir die
d9, 12, 21 und 33 p.i.. (E) Gezeigt sind die untersuchten negativen Regulatoren in % der CD8" T-Lymphozyten
im Verlauf der O. tsutsugamushi Infektion (d6 - 50 p.i.). Dargestellt ist ein représentatives von zwei unabhéngi-
gen Experimenten (Mittelwert + SEM; O.tsu n=5; naiv n=21). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 jeder Zeitpunkt
verglichen mit der naiven Kontrollgruppe; Kruskal-Wallis-Test mit Dunns post test.
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In A-D sind fiir jeden negativen Korezeptor exemplarische Dot Plot Diagramme auf-
gefithrt. Auf CD8% T-Zellen (siehe Abbildung 4.7) fand sich eine andere Dynamik der
Expression negativer Regulatoren als auf CD4" T-Zellen (sieche Abbildung 4.6), wobei
die Ausgangssituation im naiven Zustand der Maus mit etwa 5-7 % auf CD8" T-Zellen
(A-E) fiir alle Regulatoren noch mit der Expression auf CD4% T-Zellen vergleichbar war.
An d6 p.i. war PD-1 erneut der am starksten exprimierte Marker mit ca. 15 %, wobei
es auf den CD8" T-Zellen gleichzeitig das Maximum von PD-1 darstellte (B, E). Zudem
zeigte PD-1 auch auf den pulmonalen CD8" T-Zellen einen zweiphasigen Verlauf mit
zwei Maxima an d6 und d21 p.i.. Prozentual gesehen spielt PD-1 jedoch auf den CD4*
T-Zellen eine stiarkere Rolle. An d9 p.i. kam es erneut zu einem signifikanten Anstieg von
CTLA-4 und TIM-3 positiver Zahlen, wobei allerdings TIM-3 mit 60 % auf 10 % mehr
Zellen exprimiert war, als CTLA-4 (A, C, E). Der Anteil an TIM-3 und CTLA-4 positiven
Zellen erreichte zudem an d9 p.i. sein Maximum, worauf eine kontinuierliche Abnahme bis
d33 p.i. folgte. TIM-3 war unter allen untersuchten Regulatoren auf CD8" T-Zellen im
gesamten Infektionsverlauf (d9 - d50) der am stérksten vertretene Marker. LAG-3 spielte
auch auf CD8" T-Zellen im Verlauf der Infektion quantitativ gesehen eine untergeordnete

Rolle und zeigte auch hier wieder erst an d12 sein Maximum mit etwa 10 % (D, E).

Zusammenfassend kann man sagen, dass PD-1 quantitativ auf CD4" T-Lymphozyten
starker vertreten war. Im Vergleich zu den CD8" T-Zellen war auf CD4" T-Zellen auch
der zweiphasige Verlauf von PD-1 mit seinen Maxima an d12 und d21 stérker ausgepragt
(Abbildung 4.6). Auf den CD4" T-Zellen stellt CTLA-4 den am stérksten vertretenen der
untersuchten negativen Regulatoren dar, wihrend auf CD8% T-Zellen TIM-3 quantitativ
am hochsten exprimiert wurde. Beide verzeichneten ihr Maximum bereits an d9 p.i.. LAG-
3 zeigte hingegen sowohl auf CD4% als auch auf CD8" T-Lymphozyten einen verzogerten
Verlauf mit einer maximalen Expression an d12 und spielte quantitativ im Vergleich zu

den anderen untersuchten Regulatoren mit maximal 10 % eine nur untergeordnete Rolle.

Wiéhrend einer Infektion mit O. tsutsugamushi werden zwar Tregs herunterreguliert (siehe
Abbildung 4.5), jedoch kommt es zu einer gesteigerten Expression von CTLA-4, PD-1,
TIM-3 und LAG-3 auf CD4" und CD8" T-Zellen. Ob ihnen eine Rolle bei der negativen
Regulation zukommt, wurde im Folgenden untersucht.

4.2 Einfluss der negativen Korezeptoren CTLA-4, PD-1, TIM-3

und LAG-3 auf die Infektion mit Orientia tsutsugamushi

In den vorherigen Kapiteln 4.1.5 und 4.1.6 konnte bereits gezeigt werden, dass zwar die
regulatorischen T-Zellen im Verlauf einer O. tsutsugamushi Infektion abnehmen, die un-
tersuchten negativen Regulatoren CTLA-4, PD-1, TIM-3 und LAG-3 jedoch erhcht expri-
miert werden. Das Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung des Einflusses dieser negativen
Regulatoren wahrend einer Infektion mit O. tsutsugamushi. Fiir andere Infektionsmodelle
konnte bereits durch eine Blockade der untersuchten Regulatoren eine gesteigerte Immu-
nantwort bei gleichzeitiger Reduktion der Erregerlast erreicht werden. So konnten Barber
et al. durch eine Blockade mit PD-1 eine Wiederherstellung der T-Effektor-Funktion wéh-
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rend einer Infektion mit LCMV (engl. lymphocytic choriomeningitis virus) verbunden mit
einer reduzierten Viruslast erreichen [186]. Mause, die eine Infektion mit dem intrazel-
luldren Bakterium L. monocytogenes aufwiesen und mit a-CTLA-4 behandelt wurden,
reagierten mit einem Anstieg von CD8% T-Zellen mit gleichzeitiger erhohter Effektor-
funktion und reduzierter Erregerlast [184]. Um zu sehen, ob eine Blockade der negativen
Regulatoren auch bei einer O. tsutsugamushi Infektion zu einer verminderten Bakteri-
enlast fithrt, wurden in verschiedenen Experimenten CTLA-4, PD-1, TIM-3 und LAG-3
teilweise einzeln und teilweise in Kombination mittels Antikorper in vivo blockiert. Die
Blockade erfolgte dabei wihrend der akuten Phase sowie im Vergleich dazu wiahrend der

chronischen Phase der Infektion.

4.2.1 Blockade von CTLA-4 wahrend der akuten und chronischen Phase der
Infektion im Vergleich

In Kapitel 4.1.5 wurde gezeigt, dass wiahrend einer Infektion mit O. tsutsugamushi die
CTLA-4" Foxp3™ Tregs sowohl in der Lunge als auch in der Milz herunterreguliert vor-
liegen. Gleichzeitig kam es zu einem Anstieg der Expression von CTLA-47 auf Foxp3~
CD4* und CD8" T-Lymphozyten (siehe Kapitel 4.1.6) nach der Infektion, wobei CTLA-4
auf CD4" T-Zellen zudem mit maximal 70 % der am stéirksten exprimierte und auf CD8"
T-Zellen mit maximal 50 % der am zweitstarksten exprimierte Regulator war. Aus diesem
Grund wurde zunéchst der Einfluss von CTLA-4 auf die Infektion mit O. tsutsugamushi
untersucht. Dazu wurden zunéchst C57BL/6 Weibchen sc./id. in die rechte Hinterpfote
mit 25.000 sfu infiziert (siche Abbildung 4.8).
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Blockade Blockade
in der in der
akuten Phase chronischen Phase
a-CTLA-4 a-CTLA-4
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Untersuchung der Lunge

Abbildung 4.8: Versuchsablauf der CTLA-4 Blockade in der akuten sowie in der chronischen Phase
der Infektion. Dargestellt ist der Versuchsablauf von zwei unabhéngigen Experimenten. Fiir beide Experimente
wurden C57BL/6 Weibchen an d0 mit 25.000 sfu O. tsutsugamushi (O.tsu) sc./id. in die rechte Hinterpfote
infiziert. Einerseits erhielten die infizierten Méuse wahrend der frithen Blockade (akute Phase) eine dreimalige
ip. Injektion von jeweils 400 pg a-CTLA-4 (Klon 4F10) in PBS in einem Gesamtvolumen von 160 pL an dO,
4 und 8 p... An d12 p.i. erfolgte eine Untersuchung der Lunge auf ihre Bakterienlast (traD qPCR) und den
Aktivierungsstatus der T-Lymphozyten mittels durchflusszytometrischer Analysen. In einem zweiten Experiment
erhielten die infizierten Méause eine dreimalige spite Blockade (chronische Phase) durch i.p. Injektion von jeweils
400 pg a-CTLA-4 in PBS (Klon 4F10) an d21, 25 und 29 p.i., woraufhin an d33 ebenfalls eine Untersuchung der
Lunge erfolgte. Als Kontrollgruppen dienten in beiden Experimenten ebenfalls O.tsu infizierte Méuse, die anstelle
einer a-CTLA-4 Behandlung 400 ng Hamster IgG in PBS erhielten.

In zwei unabhéngigen Experimenten wurde CTLA-4 wéhrend der akuten Phase der In-
fektion und im Vergleich dazu wahrend der chronischen Phase in vivo blockiert. Dabei
soll untersucht werden, ob es einen Unterschied macht, wenn CTLA-4 wihrend der Pri-
ming-Phase der T-Zellen fehlt, oder wenn die Blockade erst in der chronischen Phase
(Persistenzphase der Bakterien), in der vor allem die CD8" T-Zellen signifikant erhoht
vorliegen, stattfindet. Fiir die frithe Bockade erhielten sowohl infizierte als auch nicht infi-
zierte Mause an den Tagen 0, 4 und 8 p.i. jeweils eine i.p. Injektion von 400 pg a-CTLA-4
in PBS. Die optimalen Blockadezeitpunkte wurden in Vorversuchen ermittelt, und auf
Grundlage dieser Daten wurde dem dreimaligen Blockadeprotokoll der Vorzug gegeniiber
ein- bzw. zweimaliger Blockade gegeben (Daten nicht gezeigt). Fiir die Blockade wihrend
der chronischen Phase erhielten ebenfalls infizierte und nicht infizierte Mause 400 pg a-
CTLA-4 i.p. an den Tagen 21, 25 und 29 p.i. injiziert. Als Analysezeitpunkt wurde fiir
das Experiment mit der frithen Blockade der Zeitpunkt mit der stéarksten Bakterienlast
(d12 p.i.) gewédhlt (siehe Abbildung 4.2). Nach der spéten Blockade wurde d33 p.i. als
Analysezeitpunkt fiir optimal befunden, da zu diesem Zeitpunkt die Bakterienlast zwar
schon stark gesunken vorlag, aber trotzdem mittels qPCR noch traD Kopien detektierbar
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waren (siehe Abbildung 4.2). Bei der Analyse wurde der Schwerpunkt auf die Lunge als
Hauptorgan der Infektion gelegt. Einerseits wurde die Bakterienlast mittels traD qPCR
ermittelt und andererseits die CD4" und CD8% T-Lymphozyten durchflusszytometrisch
auf ihren Aktivierungsstatus und ihre Zytokinproduktion hin charakterisiert.

4.2.1.1 Eine frithe Blockade von CTLA-4 verstirkt die Symptomatik wihrend der
Infektion

Um zu sehen, ob eine Blockade von CTLA-4 einen Einfluss auf den Gesundheitszustand
der infizierten und a-CTLA-4 behandelten Méuse im Vergleich zu nur infizierten Mausen
hat, wurde zunéchst der Gesundheitszustand anhand des Gewichtes in der akuten und
chronischen Phase der O. tsutsugamushi Infektion iiberpriift (siehe Abbildung 4.9).
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Abbildung 4.9: Mausgewicht nach frither und spéter Blockade von CTLA-4.

Mit O. tsutsugamushi infizierte C57BL/6 Méause wurden an den angegebenen Tagen mit jeweils 400 pg a-CTLA-
4 (O.tsu + a-CTLA-4) bzw. Hamster IgG (O.tsu + Hamster IgG) ip. behandelt. Als Kontrolle dienten nicht
infizierte Méause, die ebenfalls mit a-CTLA-4 behandelt wurden (L929 Kontrolle + a-CTLA-4). Gezeigt ist die
Gewichtsdifferenz zwischen d0 und d12 (links) bzw. d33 (rechts) p.i. in %. Dargestellt ist jeweils ein repréisentatives
von zwei unabhingigen Experimenten (Mittelwert = SEM; n=8). ***p<0,001; One Way ANOVA mit Bonferroni
Korrektur.

Nach der frithen Blockade von CTLA-4 (dO, 4 und 8 p.i.) zeigten die infizierten Mé&use
(O.tsu + a-CTLA-4) zwischen d0 und d12 p.i. eine Gewichtsabnahme von 10 % im Ver-
gleich zur infizierten aber nicht blockierten Gruppe (O.tsu + Hamster IgG), bei denen
eine minimale Gewichtszunahme von etwa 2 % im Vergleich zu ihrem Ausgangsgewicht
an d0 p.i. zu sehen war. Die nicht infizierten aber blockierten Mause (L929 Kontrolle +
a-CTLA-4) zeigten hingegen eine Gewichtszunahme von etwa 15 % im Vergleich zu ihrem
Ausgangsgewicht. Wahrend der Persistenzphase an d33 konnte nach der dreimaligen Blo-
ckade von CTLA-4 (d21, 25 und 29 p.i.) bei allen drei Gruppen eine Gewichtszunahme
zwischen 12-15 % nachgewiesen werden, wobei sich kein Unterschied zwischen blockiert
und nicht blockiert bzw. infiziert und nicht infiziert herausstellte. Der Einfluss der frithen
CTLA-4 Blockade auf den Gesundheitszustand der Maus wahrend einer O. tsutsugamus-
hi Infektion konnte auch an einem reduzierten Gesamtzustand der Maus verbunden mit
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einer verschlechterten Fellbeschaffenheit und verstarkten Bewegungseinschrankungen der

Miuse gesehen werden (Daten nicht gezeigt).

Die Daten veranlassen zur Annahme, dass eine dreimalige Blockade von CTLA-4 wéhrend
der akuten Phase der Infektion in Verbindung mit einer Infektion von O. tsutsugamushi
zu einer verstirkten Symptomatik fiihrt, wihrend sie auf die duferlichen Krankheitsmerk-
male nach der Blockade wéhrend der chronischen Phase keinerlei Einfluss hat. Beruhend
auf der Annahme, dass eine Gewichtsabnahme ein Ausdruck einer Immunpathologie ist,
konnte CTLA-4 diese Immunpathologie begrenzen.

4.2.1.2 Invasion von CD4" T-Lymphozyten bei gleichzeitigem CD8" T-Zell-Abfall
nach friiher CTLA-4 Blockade

Neben den Gewichtsdnderungen wurden die T-Lymphozyten der Lunge durchflusszyto-
metrisch untersucht, um mogliche Einfliisse auf das Immunsystem nach einer Blockade
von CTLA-4 ausfindig zu machen. Zundchst wurden hierfiir die isolierten Lungenzellen
infizierter und a-CTLA-4 behandelter Méuse (O.tsu + a-CTLA-4), infizierter und nicht
blockierter Mause (O.tsu + Hamster IgG) sowie nicht infizierter aber blockierter Mau-
se (L929 + a-CTLA-4) mit Antikérpern gegen CD4 und CD8 gefiarbt und anschliefsend
durchflusszytometrisch analysiert. In Abbildung 4.10 A sind exemplarisch fiir eine Maus
jeder Gruppe Dot Plots der CD4 und CD8 Férbung gezeigt.
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Abbildung 4.10: CD4" und CD8" T-Lymphozyten in der Lunge nach frither und spiiter CTLA-4
Blockade. Mit O. tsutsugamushi infizierte C57BL/6 Mause wurden mit jeweils 400 ng a-CTLA-4 (O.tsu + a-
CTLA-4) bzw. Hamster IgG (O.tsu + Hamster IgG) i.p. behandelt. Als Kontrolle dienten nicht infizierte Mause,
die ebenfalls mit a~-CTLA-4 behandelt wurden (L929 Kontrolle + a-CTLA-4). Nach der Blockade wihrend der
akuten Phase der Infektion (dO, 4 und 8 p.i.) wurde der CD4" und CD8" Anteil der Lymphozyten an d12 p.i. nach
einer Farbung mit Antikérpern gegen CD4 (APC-Cy7) und CD8 (PerCPCy5.5) durchflusszytometrisch ermittelt
(A-C; links). Nach der Blockade in der chronischen Phase (d21, 25 und 29 p.i.) erfolgte die durchflusszytometrische
Analyse an d33 (A-C; rechts). (A) Gezeigt sind Dot Plots der CD4 und CD8 Farbung exemplarisch fiir jeweils
eine Maus der unterschiedlich behandelten Gruppen. Dargestellt sind die CD4" (A, B) und CD8™" (A, C) T-Zellen
in % aller Lymphozyten der Lunge. Gezeigt ist jeweils ein reprisentatives von zwei unabhingigen Experimenten
(Mittelwert = SEM; n=5). *p<0,05, ***p<0,001; Kruskal Wallis-Test mit Dunns post test.

Etwa 40 % der pulmonalen Lymphozyten infizierter, nicht behandelter Mause (O.tsu +
Hamster IgG) exprimierten CD4 an d12 p.i. (B). Durch eine Behandlung mit a-CTLA-
4 (O.tsu + a-CTLA-4) wihrend der akuten Phase der Infektion stieg die Frequenz der
CD4* T-Zellen auf 60 % an. Die nicht infizierten aber blockierten Méuse (1.929 Kontrolle
+ a-CTLA-4) wiesen nur etwa 5 % CD4" T-Lymphozyten in der Lunge an d12 p.i. auf.
Nach der Blockade in der chronischen Phase der Infektion konnte an d33 p.i. bei allen
drei Gruppen ein relativer Anteil der CD4" T-Lymphozyten von 5-10 % gezeigt werden.
Die CD8* T-Lymphozyten sind mit etwa 10 % an d12 p.i. in der infizierten aber nicht
behandelten Gruppe (O.tsu + Hamster IgG) deutlich weniger vertreten als die CD4™"
T-Lymphozyten (C). Nach der dreimaligen Blockade zum frithen Zeitpunkt (O.tsu + a-
CTLA-4) sinkt der relative Anteil an CD8" T-Zellen an d12 p.i sogar weiter auf 5 %. In
den nicht infizierten aber a-CTLA-4 behandelten Mausen konnten an d12 p.i. keine CD8*
T-Zellen nachgewiesen werden. An d33 p.i. zeigten zwar alle drei Gruppen einen erhohten
relativen Anteil an CD8 T-Zellen im Vergleich zu d12 p.i., jedoch hatte die Blockade von
CTLA-4 bei gleichzeitiger Infektion mit O. tsutsugamushi (O.tsu + a-CTLA-4) keinen
Einfluss auf den relativen CD8" Anteil. Sowohl die infizierten und nicht blockierten Méuse
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(O.tsu + Hamster IgG) als auch die infizierten und a-CTLA-4 behandelten Méause (O.tsu
+ a-CTLA-4) zeigten an d33 einen relativen Anteil an CD8% T-Zellen von fast 40 % aller

Lymphozyten in der Lunge. Bei den nicht infizierten Mausen waren 5 % der Lymphozyten

CD8* (1929 + a-CTLA-4).

Eine CTLA-4 Blockade wéhrend der chronischen Phase hatte auf den relativen Anteil
an CD4" und CD8" T-Zellen keinen Einfluss. Eine Blockade wahrend der akuten Phase
hingegen verschiebt das Gleichgewicht von CD4" und CD8' T-Lymphozyten in der Lunge
erheblich. Durch die Behandlung mit a-CTLA-4 wiahrend der akuten Phase sind mehr
CD4™" T-Zellen zu finden, was entweder auf eine verstirkte Invasion der Zellen oder aber
auf einen Anstieg der Proliferation zuriickzufiihren sein kann. Die CD8" T-Zellen nehmen
hingegen nach der frithen Behandlung mit a-CTLA-4 ab, wobei auch hier noch zu kléren
ware, ob es sich dabei um eine geringere Teilungsaktivitit der Zellen handelt, oder ob die
Zellen an anderen Orten zu finden sind. Die Daten lassen vermuten, dass CTLA-4 bei der
Infektion mit O. tsutsugamushi an der Homoostase der CD4™ und CD8' T-Lymphozyten
in der Lunge beteiligt ist.

4.2.1.3 Friihe Blockade von CTLA-4 fiihrt zu einer iiberwiegend reduzierten CD8"
T-Zell-Aktivierung

In Kapitel 4.1.3 wurde bereits darauf hingewiesen, dass CD8% T-Zellen bei einer O. tsut-
sugamushi Infektion ab d12 p.i. in die Lunge einwandern. Wahrend der chronischen Phase
machen die CD8" T-Zellen etwa 20-40 % der gesamten pulmonalen Lymphozyten aus, und
das obwohl in dieser Phase der Infektion die Bakterienlast bereits wieder abgenommen
hat (siehe Abbildung 4.2). Wurden die infizierten M#use jedoch mit a-CTLA-4 behan-
delt, waren weniger CD8" T-Lymphozyten in der Lunge nachweisbar (siche Abbildung
4.10; C). Um untersuchen zu koénnen, ob die Blockade von CTLA-4 auch einen Einfluss
auf das Aktivierungsprofil der CD8" T-Zellen hat, wurde die Expression von KLRGI,
CD11a, CD44 und CD62L auf pulmonalen T-Lymphozyten infizierter Mause mit und ohne
a-CTLA-4 Behandlung nach einer Antikérperfarbung durchflusszytometrisch untersucht
(sieche Abbildung 4.11). Zusétzlich wurde der negative Korezeptor PD-1 im Rahmen der
Untersuchungen des Aktivierungsstatus hinzugezogen. Seine gesteigerte Expression dient
als Hinweis fiir eine verringerte Effektorfunktion, da PD-1" T-Zellen ein sogenannter ,Er-

schopfungszustand“ zugesprochen wird [190].
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Abbildung 4.11: Aktivierungsmarker auf CD8" Lungenzellen nach CTLA-4 Blockade.

Mit O. tsutsugamushi infizierte C57BL/6 Méause wurden dreimalig mit jeweils 400 ng a-CTLA-4 (O.tsu + a-
CTLA-4) bzw. Hamster IgG (O.tsu + Hamster IgG) ip. entweder in der akuten Phase oder in der chronischen
Phase behandelt. Als Kontrollgruppe dienten nicht infizierte mit a-CTLA-4 behandelte Mause (L929 + o-CTLA-
4). Isolierte Lymphozyten der Lunge wurden mit Antikorpern gegen KLRG1 (FITC; A, B), CD1la (PE-CyT;
C, D), CD44 (V500; E, F), PD-1 (PE; G, H) und CD62L (PE-Cy7; I, J) gefarbt und durchflusszytometrisch
bestimmt. Gezeigt sind die gefirbten Marker auf CD8" T-Lymphozyten in % nach der friihen (d12) und der
spaten (d33) Blockade (B, D, F, H, J) sowie fiir jeden Marker exemplarisch fiir eine Maus die zugehorigen Dot
Plots (A, C, E, G, I) von d12 p.i.. Dargestellt ist jeweils ein reprisentatives von zwei unabhéngigen Experimenten

(Mittelwert £ SEM; n=5). *p<0,05, **p<0,01; Mann Whitney-Test (zweiseitig).
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Die CTLA-4 Blockade wihrend der akuten Phase der Infektion (O.tsu + a-CTLA-4) fiithr-
te an d12 p.i. zu einer signifikant verminderten Expression von KLRG1, CD11a und CD44
auf CD8" T-Lymphozyten der Lunge (A-F) im Vergleich zu infizierten aber nicht blockier-
ten Méusen (O.tsu + Hamster IgG). Gleichzeitig konnte ein signifikant erhohter relativer
Anteil an PD-17 und CD62L~ CD8" T-Zellen gezeigt werden (G-J). Eine Blockade in der
chronischen Phase der Infektion fiihrte bei allen fiinf untersuchten Aktivierungsmarkern

zu keiner verdnderten Expression auf pulmonalen CD8" T-Zellen.

Beziiglich des Aktivierungszustandes ldsst sich sagen, dass eine chronische Blockade von
CTLA-4 keinerlei Einfluss auf die Aktivierung der CD8' T-Lymphozyten, bezogen auf
die untersuchen Marker KLRG1, CD11a, CD44, PD-1 und CD62L hat. Eine Blockade
von CTLA-4 wiahrend der akuten Phase der Infektion fiihrt jedoch durch eine reduzierte
Expression von KLRG1, CD11a und CD44, sowie einer gesteigerten Expression von PD-1
zu einer verminderten Aktivierung verbunden mit einer geschwéchten Effektorfunktion der
CD8T T-Zellen in der Lunge. Lediglich der gesteigerte relative Anteil an CD62L~ T-Zellen
spricht fiir eine erhohte Aktivierung der CD8" T-Zellen. Trotzdem kann in der Summe
von einer iiberwiegend reduzierten CD8% T-Zell-Aktivierung nach einer frithen CTLA-4
Blockade ausgegangen werden. CD4" T-Zellen zeigten lediglich einen Anstieg von GrzB
nach der frithen Blockade von CTLA-4. Auf die anderen untersuchten Aktivierungsmarker
hatte die Blockade von CTLA-4 keinen Einfluss (Daten nicht gezeigt).

4.2.1.4 Hohere Bakterienlast in der Lunge nach einer Blockade von CTLA-4

In den Kapiteln 4.2.1.1, 4.2.1.2 und 4.2.1.3 wurde bereits darauf hingewiesen, dass ei-
ne dreimalige Blockade von CTLA-4 wahrend der akuten Phase der Infektion die Sym-
ptomatik der O. tsutsugamushi Infektion an d12 p.i. verstarkte. Des Weiteren war eine
Zunahme der CD4" T-Lymphozyten in der Lunge bei einer gleichzeitigen Abnahme der
CD8" T-Lymphozyten zu sehen, die zudem eine reduzierte Aktivierung verbunden mit
einer verminderten Effektorfunktion zeigten. Anschliefsend galt es zu kléren, ob diese
immunologischen Verédnderungen, ausgelost durch eine frithe CTLA-4 Blockade, die Er-
regerlast beeinflussten. Aufgrund der Publikationen zu anderen Infektionsmodellen, bei
denen durch eine Blockade von CTLA-4 eine Steigerung der T-Zell-Immunantwort mit ei-
ner gleichzeitigen Reduktion der Erregerlast gezeigt werden konnte, wurde eine effizientere
Pathogenabwehr auch bei einer Infektion mit O. tsutsugamushi erwartet. In Abbildung
4.12 ist die Bakterienlast von O. tsutsugamushi in der Lunge nach frither Blockade von
CTLA-4 (links) und nach spéter Blockade von CTLA-4 (rechts), jeweils im Vergleich
zur infizierten aber nicht CTLA-4 behandelten Kontrollgruppe (O.tsu + Hamster IgG),
dargestellt.
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Abbildung 4.12: Bakterienlast in der Lunge nach friiher und spidter CTLA-4 Blockade.

Die Bakterienlast wurde mittels traD qPCR in Lungen aus infizierten und a-CTLA-4 (Klon 4F10) behandelten
C57BL/6 Méusen (O.tsu + a-CTLA-4) im Vergleich zu infizierten aber nicht a-CTLA-4 behandelten (O.tsu
+ Hamster IgG) Méausen gemessen. Dargestellt sind die ¢traD Kopien pro 1 pg DNA an d12 p.i. nach frither
Blockade von CTLA-4 (links) und an d33 p.i. nach spéter Blockade von CTLA-4 (rechts). Gezeigt ist jeweils ein
reprasentatives von zwei unabhéngigen Experimenten (Mittelwert + SEM; n=>5). *p<0,05; ns = nicht signifikant;
Mann Whitney-Test (zweiseitig).

Eine frithe Blockade von CTLA-4 (O.tsu + a-CTLA-4) fiihrte an d12 p.i. mit ca. 10® traD
Kopien pro 1 pg DNA zu einer signifikant erhohten Bakterienlast in der Lunge im Vergleich
zu den nicht a-CTLA-4 behandelten Mausen (O.tsu + Hamster 1gG), bei denen die
Bakterienlast bei etwa 107 traD Kopien lag. Bedingt durch die zwischenzeitlich einsetzende
Immunantwort lag die Bakterienlast mit 10* traD Kopien an d33 p.i. deutlich niedriger.
Es fand sich zudem kein signifikanter Unterschied zwischen CTLA-4 blockierten und nicht
blockierten M&ausen. In Vorversuchen konnte aulerdem gezeigt werden, dass schon eine
einmalige Blockade von CTLA-4 an dO zu einer signifikant gesteigerten Bakterienlast in
der Lunge fiithrte. Im Vergleich dazu konnte durch eine dreimalige Blockade von CTLA-4
an d0, 4 und 8 p.i. die Bakterienlast noch einmal weiter gesteigert werden, so dass der
Unterschied zwischen a-CTLA-4 behandelten und nicht behandelten M&usen noch grofser
wurde (Daten nicht gezeigt).

Die Hypothese, dass eine Blockade von CTLA-4 iiber die Verstiarkung der antigenspezifi-
schen T-Zell-Antwort zur Senkung der Bakterienlast fithren wiirde, konnte daher nicht ve-
rifiziert werden. Im Gegenteil dazu zeigte eine frithe Blockade mit CTLA-4 eine verstarkte
Symptomatik und eine Invasion von CD4" T-Zellen in die Lunge, bei einem gleichzeitigen
Abfall der CD8' T-Zellen, die zudem eine verminderte Aktivitiat aufwiesen. Ein Einfluss
der CTLA-4 Blockade auf die IFNv-, TNFa- und IL-2-Zytokinproduktion von T-Zellen
konnte ausgeschlossen werden (Daten nicht gezeigt). In der Summe fiihrten die durch die
frithe CTLA-4 Blockade induzierten immunologischen Verédnderungen zu einer erhéhten
Bakterienlast in der Lunge. Die Daten lassen vermuten, dass eine CTLA-4-abhéngige
negative Kostimulation von T-Zellen wéihrend einer Infektion mit O. tsutsugamushi zur
effizienten Bekimpfung der Bakterien benotigt wird. Dies ist iiberraschend und steht im

Gegensatz zu vielen anderen Modellen.
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4.2.2 Blockade von PD-1 wahrend der akuten und chronischen Phase der
Infektion im Vergleich

Bei Barber et al. hatte eine Blockade mit PD-1 den Effekt, eine gesteigerte Immunantwort
wahrend einer Infektion mit LCMV verbunden mit einer reduzierten Viruslast auszulosen
[186]. Zwar konnte in den Abbildungen 4.6 und 4.7 bereits gezeigt werden, dass PD-1 wih-
rend einer Infektion mit O. tsutsugamushi quantitativ eine geringere Rolle als CTLA-4
spielt, trotzdem besteht die Moglichkeit, dass gerade der geringe Anteil an PD-1 noch aus-
reicht, um eine vollstindige Abwehr der Bakterienlast zu verhindern. Um zu iiberpriifen,
ob vielleicht eine Blockade mit PD-1, im Gegensatz zu CTLA-4, zu einer Verminderung
der Bakterienlast bei einer O. tsutsugamushi Infektion fiihrt, wurde nachfolgend PD-1
wie schon bei der Blockade von CTLA-4 sowohl wihrend der akuten als auch wahrend
der chronischen Phase der Infektion in vivo blockiert. Dazu wurden zunéchst C57BL/6
Weibchen sc./id. in die rechte Hinterpfote mit 25.000 sfu infiziert (siche Abbildung 4.13).
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Untersuchung der Lunge

Abbildung 4.13: Versuchsablauf der PD-1 Blockade in der akuten sowie in der chronischen Phase
der Infektion. Dargestellt ist der Versuchsablauf von zwei unabhéngigen Experimenten. Fiir beide Experimente
wurden C57BL/6 Weibchen an d0 mit 25.000 sfu O. tsutsugamushi (O.tsu) sc./id. in die rechte Hinterpfote
infiziert. Einerseits erhielten die infizierten Mause wihrend der frithen Blockade (akute Phase) eine dreimalige
ip. Injektion von jeweils 250 pg a-PD-1 (Klon RPM1-14) in PBS in einem Gesamtvolumen von 250 pL an dO,
4 und 8 p... An d12 p.. erfolgte eine Untersuchung der Lunge auf ihre Bakterienlast (traD qPCR) und den
Aktivierungsstatus der T-Lymphozyten mittels durchflusszytometrischer Analysen. In einem zweiten Experiment
erhielten die infizierten M&use eine dreimalige spéite Blockade (chronische Phase) durch ip. Injektionen von jeweils
250 pg o-PD-1 (Klon RPM1-14) an d21, 25 und 29 p.i., worauthin an d33 p.i. ebenfalls eine Untersuchung der
Lunge erfolgte. Als Kontrollgruppen dienten in beiden Experimenten ebenfalls O.tsu infizierte Miuse, die jedoch
anstelle der a-CTLA-4 Behandlung 250 pg Ratten IgG in PBS erhielten.

Analog zu dem im Kapitel 4.2.1 beschriebenen Experiment zur CTLA-4 Blockade wurde
auch das Experiment zur PD-1 Blockade durchgefiihrt. Dazu wurden anstelle des CTLA-4
Antikorpers 250 ng a-PD-1 dreimalig entweder wéihrend der akuten Phase oder wéihrend
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der chronischen Phase der Infektion ip. injiziert. An den Analysezeitpunkten d12 bzw.
d33 p.i. erfolgte einerseits eine Untersuchung der Bakterienlast in der Lunge mittels traD
qPCR und andererseits die durchflusszytometrische Analyse der CD4" und CD8" T-
Lymphozyten auf ihren Aktivierungsstatus und ihre Zytokinproduktion hin.

4.2.2.1 Unveranderte Symptomatik nach frither PD-1 Blockade

Auch nach der PD-1 Blockade wurde zunachst der Gesundheitszustand der infizierten und
a-PD-1 behandelten Méuse im Vergleich zu den infizierten und nicht blockierten Mausen
festgestellt (siche Abbildung 4.14).
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Abbildung 4.14: Mausgewicht nach friiher und spiater Blockade von PD-1.

Mit O. tsutsugamushi infizierte C57BL/6 Mause wurden mit jeweils 250 ng a-PD-1 (O.tsu + a-PD-1) bzw. Ratten
IgG (O.tsu + Ratten IgG) ip. behandelt. Als Kontrolle dienten nicht infizierte M&use, die ebenfalls mit a-PD-1
behandelt wurden (L929 Kontrolle + a-PD-1). Gezeigt ist die Gewichtsdifferenz zwischen d0 und d12 (links) bzw.
d33 (rechts) p.i. in %. Dargestellt ist jeweils eines von zwei unabhéngigen Experimenten (Mittelwert + SEM; d12:
n=8; d33: n=>5). **p«0,01, ***p<0,001, ns = nicht signifikant; d12: One Way ANOVA mit Bonferroni Korrektur;
d33: Kruskal-Wallis-Test mit Dunns post test.

Sowohl nach der frithen als auch nach der spaten Blockade von PD-1 zeigten die infizierten
Mause (O.tsu + a-PD-1) zwischen d0 und d12 p.i. (links) bzw. d33 p.i. (rechts) keine si-
gnifikante Gewichtsveranderung im Vergleich zu den infizierten nicht a-PD-1 behandelten
Méusen (O.tsu + Ratten IgG). Eine frithe Blockade von PD-1 hatte demnach wéhrend
einer Infektion mit O. tsutsugamushi keinen erkennbaren Einfluss auf die Symptomatik.
An d33 p.i. lag jedoch das Gewicht der nicht infizierten, aber a-PD-1 behandelten M&au-
se, unter dem Gewicht der infizierten Méause, was ggf. auf die Behandlung mit a-PD-1

zurickzufiithren ist.

4.2.2.2 Unveridnderte Anzahl von CD4" und CD8" T Lymphozyten nach PD-1
Blockade

Neben den &ufserlichen Krankheitssymptomen wurden auch nach der PD-1 Blockade die
T-Lymphozyten der Lunge durchflusszytometrisch untersucht, um mogliche Einfliisse der

Blockade auf das Immunsystem nachzuweisen. Dafiir wurden isolierte Lungenzellen infi-
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zierter mit a-PD-1 (O.tsu + a-PD-1) bzw. Ratten IgG (O.tsu + Ratten IgG) behandelter
Mause sowie nicht infizierter aber blockierter Méuse (L929 Kontrolle + a-PD-1) zunéchst
mit Antikorpern gegen CD4 und CDS8 gefarbt und anschlieffend durchflusszytometrisch
bestimmt. In Abbildung 4.15 sind die CD4" und CD8*" T-Zellen in % aller Lymphozyten
nach frither und spéater Blockade dargestellt.
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Abbildung 4.15: CD4" und CD8' T-Lymphozyten in der Lunge nach friiher und spiter PD-1
Blockade. C57BL/6 Méuse wurden mit 25.000 sfu O. tsutsugamushi infiziert und zu frithen (d0, 4 und 8 p.i.)
bzw. spaten (d21, 25 und 29 p.i.) Zeitpunkten mit jeweils 250 ng a-PD-1 (O.tsu + a-PD-1) bzw. 250 pg Ratten
IgG (O.tsu + Ratten IgG) ip. behandelt. Als Kontrollgruppe dienten nicht infizierte aber blockierte Mause (L929
Kontrolle + a-PD-1). An d12 bzw. d33 p.i. wurden Lungenzellen isoliert und mit Antikérpern gegen CD4 (APC-
CyT; A) und CD8 (PerCPCy5.5; B) gefiirbt und durchflusszytometrisch untersucht. Dargestellt sind die CD41 (A)
und CD8% (B) T-Zellen in % aller Lymphozyten. Gezeigt ist jeweils ein reprisentatives von zwei unabhingigen
Experimenten (Mittelwert £ SEM; n=5). *p<0,05, **p<0,01, ns = nicht signifikant; Kruskal-Wallis-Test mit Dunns
post test.

Wihrend sich nach einer Blockade von CTLA-4 ein signifikant hoherer Anteil von CD4™
im Vergleich zu CD8" T-Zellen am Lymphozyten-Kompartiment nachweisen lieft (siehe
Abbildung 4.10), verdnderte eine Blockade von PD-1 das Verhéltnis weder wiahrend der
frithen noch wéhrend der spiaten Phase der Infektion (siehe Abbildung 4.15). Eine Blockade
von PD-1 hatte demnach auf das Gleichgewicht der CD4" und CD8" T-Zellen wahrend

einer Infektion mit O. tsutsugamushi keinen Einfluss.

4.2.2.3 PD-1 Blockade steigert die Produktion von den Zytokinen IFN~ und IL-2

in der chronischen Phase der Infektion

Die PD-1 Blockade zeigte keinen Einfluss auf das Gleichgewicht von CD4" und CD8*
T-Zellen. Um zu sehen, ob eine Blockade von PD-1 einen Einfluss auf den Aktivierungs-
status der T-Lymphozyten hat, wurde eine Analyse ihres Phanotypes anhand der Marker
KLRG1, CD11a, CD44, CD62L und GrzB durchgefiihrt. Im Gegensatz zur frithen CTLA-
4 Blockade, die eine reduzierte Aktivierung der CD8" T-Zellen in der Lunge wihrend
einer O. tsutsugamushi Infektion induzierte (sieche Abbildung 4.11), hatte die PD-1 Blo-
ckade weder wahrend der akuten noch wahrend der chronischen Phase einen Einfluss auf
die Aktivierung der CD4" und CD8* T-Lymphozyten (Daten nicht gezeigt).

Um zu untersuchen, ob eine PD-1 Blockade jedoch die Zytokinproduktion in der Lunge
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beeinflusst, wurden isolierte Lungenzellen aus infizierten Mausen, die mit a-PD-1 (O.tsu
+ a-PD-1) bzw. Ratten IgG (O.tsu + Ratten IgG) behandelt wurden sowie nicht infizierte
aber blockierte Mause (L929 Kontrolle + a-PD-1) mit Antikérpern gegen CD4, CDS8, IFN~
und IL-2 gefarbt und durchflusszytometrisch untersucht (siehe Abbildung 4.16). Bei der
statistischen Auswertung wurde allerdings erneut darauf verzichtet die nicht infizierte
Mausgruppe aufzunehmen, um mogliche Verfélschungen durch die nur geringe Anzahl an
CD4* und CD8" T-Lymphozyten zu vermeiden. In den Dot Plots (B, D, F, H) wurden
sie jedoch der Vollstandigkeit halber aufgefiithrt, um die Ergebnisse zu verdeutlichen.
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Abbildung 4.16: Intrazellulire Zytokinexpression von IL-2 und IFN~ in CD4" und CD8" pulmona-
len T-Zellen nach friither und spéiter PD-1 Blockade. O. tsutsugamushi infizierte C57BL/6 M&use wurden
mit jeweils 250 pg a-PD-1 (O.tsu + a-PD-1) bzw. Ratten IgG (O.tsu + Ratten IgG) entweder wéhrend der
akuten oder wihrend der chronischen Phase ip. behandelt. An d12 bzw. d33 p.i. wurden Lungenzellen isoliert und
mit Antikérpern gegen IL-2 (PE) und IFN~ (FITC) nach einer 4 h in vitro Restimulation mit PMA /Tonomycin
intrazelluldr gefirbt und durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt sind die IL-2" (E, F) und IFNy* (G, H)
Zellen in % der pulmonalen CD4" bzw. CD8" T-Lymphozyten an d12 bzw. d33 p.i.. In A-D sind exemplarische
Dot Plots von d33 p.i. aufgefiihrt. Gezeigt ist jeweils ein représentatives von zwei unabhéngigen Experimenten
(Mittelwert £ SEM; n=5). *p<0,05; ns = nicht signifikant; Mann Whitney-Test (zweiseitig).
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Nach der akuten Blockade von PD-1 konnte an d12 p.i. kein Unterschied der IL-2- bzw.
IFN~-Produktion der CD4" und CD8" T-Lymphozyten zwischen den infizierten und a-
PD-1 behandelten (O.tsu + a-PD-1) sowie den Ratten IgG (O.tsu + Ratten IgG) behan-
delten Méausen nachgewiesen werden. Die IL-2-Produktion lag fiir beide Mausgruppen bei
etwa 5 % der CD4" (E; links) und bei etwa 3 % der CD8% T-Lymphozyten (F; links),
wihrend die IFN~-Produktion fiir beide Mausgruppen mit etwa 20 % der CD4" und 10 %
der CD8" T-Zellen in der Lunge nachgewiesen werden konnte. Nach der Blockade in der
chronischen Phase konnten bei den infizierten nicht blockierten Mausen an d33 p.i. 5 %
der CD4" (A; E, rechts) und 0,5 % der CD8" (B; F, rechts) T-Lymphozyten positiv fiir
IL-2 gemessen werden.

Eine spite Blockade mit a-PD-1 fiihrte sowohl bei den CD4%" als auch bei den CD8*
T-Lymphozyten zu einem Anstieg der IL-2-Produktion. Nach der Blockade waren 10 %
der CD4" (E; rechts) und etwa 2 % der CD8" T-Lymphozyten in der Lunge IL-2" (F,
rechts). Auch die IFN~-Produktion konnte nach einer Blockade von PD-1 wihrend der
chronischen Phase an d33 p.i. im Vergleich zu den nicht a-PD-1 behandelten Mausen
signifikant erhoht nachgewiesen werden. Nach der spaten Blockade produzierten 25 % der
CD4" (C; G, rechts) und 25 % der CD8" infizierten Lungenzellen (D; H, rechts) IFN~,
wihrend das IFNv-Level bei nicht blockierten Lungenzellen sowohl bei CD4* als auch bei
CD8" T-Zellen bei etwa 17 % lag.

Wiéhrend eine Blockade von CTLA-4 weder zum frithen noch zum spéten Zeitpunkt einen
Einfluss auf die IL-2- bzw. IFN~-Produktion in der Lunge hatte, fiihrte eine spéte Blockade
von PD-1 zu einem Anstieg der IL-2- und IFN~-Produktion der CD4% und CD8" T-
Lymphozyten. IL-2 ist fiir die T-Zell-Proliferation verantwortlich und IFN~ verschiebt
als Typ 2 Interferon das Gleichgewicht der T,1/T),2-Antwort in Richtung einer T}1-
Antwort. Da es gleichzeitig fiir eine Aktivierung der Makrophagen zur Vernichtung von
intrazelluldren Bakterien sorgt, wéire anzunehmen, dass die erhohte Zytokinsekretion auch
zu einer stirkeren antibakteriellen Abwehr, ausgelost durch eine spéte Blockade von PD-1,
fiihrt.

4.2.2.4 Erhohte Bakterienlast in der Lunge nach spater PD-1 Blockade

Eine Blockade von PD-1 hatte weder einen Einfluss auf das Gleichgewicht von CD4*
und CD8" T-Zellen (siehe Abbildung 4.15) noch auf den Aktivierungsstatus der CD8*
T-Zellen (Daten nicht gezeigt) in der Lunge. Eine Blockade von PD-1 wihrend der chro-
nischen Phase hatte jedoch einen Anstieg der IL-2- und IFN~-Zytokinproduktion (siehe
Abbildung 4.16) der T-Lymphozyten in der Lunge zur Folge. Um zu iiberpriifen, ob schon
diese immunologische Verdanderung zu einer verminderten Bakterienlast fiihrt, wurde die
traD Kopienzahl in der Lunge der infizierten und o-PD-1 behandelten (O.tsu + a-PD-1)
sowie der infizierten aber nicht blockierten Mause (O.tsu + Ratten IgG) mittels traD
gqPCR ermittelt (siche Abbildung 4.17).

76



Ergebnisse

o
1

2= | Q.tsu + -PD-1
0 g ns | M O.tsu + Ratten IgG
oae — - |

30 |

— X !

R4 |

o5 ! *

Q. 4 1 =

22 2 |

Q o :

g — 0 |

12 33
Zeitpunkt nach Infektion [d]

Abbildung 4.17: Bakterienlast in der Lunge nach frither und spiter PD-1 Blockade.

In Lungen aus infizierten und a-PD-1 behandelten C57BL/6 Mausen (O.tsu + «a-PD-1) wurden im Vergleich zu
infizierten aber nicht a-PD-1 behandelten (O.tsu + Ratten IgG) M&usen mittels traD qPCR die Bakterienlasten
gemessen. Dargestellt sind die traD Kopien pro 1 pg DNA an d12 p.i. nach frither Blockade von PD-1 (links) und
an d33 p.i. nach spéter Blockade von PD-1 (rechts). Gezeigt ist jeweils ein reprisentatives von zwei unabhéngigen
Experimenten (Mittelwert + SEM; n=>5). *p<0,05; ns = nicht signifikant; Mann Whitney-Test (zweiseitig).

An d12 p.i. konnten in der Lunge etwa 10°-10° traD Kopien pro 1 pg DNA sowohl in den
infizierten und a-PD-1 (O.tsu + a-PD-1) behandelten als auch in den nicht blockierten
Mausen (O.tsu + Ratten IgG) nachgewiesen werden. In den Lungen von infizierten, aber
nicht behandelten Miusen konnten an d33 p.i. lediglich ca. 10? traD Kopien pro 1 pg
DNA detektiert werden. Eine Blockade von PD-1 wéhrend der chronischen Phase fiihrte
jedoch zu einem signifikanten Anstieg der Bakterienlast in der Lunge auf etwa 10® traD

Kopien pro 1 pg DNA.

Entgegen der Erwartungen konnte eine Blockade von PD-1 weder wahrend der akuten
noch wahrend der chronischen Phase der Infektion zu einer gesteigerten Effektorfunktion
der T-Lymphozyten, verbunden mit einer verminderten Bakterienlast in der Lunge, er-
reichen. Eine Blockade von PD-1 wiahrend der chronischen Phase fiihrte lediglich zu einer
gesteigerten Zytokinproduktion von IL-2 und IFN+v in den T-Lymphozyten. Doch die-
se immunologische Verdanderung alleine scheint nicht auszureichen, um die Bakterienlast
wahrend einer Infektion mit O. tsutsugamushi zu reduzieren. Im Gegenteil dazu fiihrte
eine spate Blockade von PD-1 sogar zu einer gesteigerten Bakterienlast wiahrend einer
Infektion mit O. tsutsugamushi. So scheint auch PD-1 eine Rolle bei der Bekdmpfung
von O. tsutsugamushi zu spielen. Auch diese Beobachtung steht im Gegensatz zu gegen-
wartigen Modellvorstellungen zur Rolle von PD-1 als negativem T-Zell-Kostimulator bei

Infektionen.

4.2.3 Kombinierte Blockade von PD-1, TIM-3 und LAG-3 wihrend der
akuten und chronischen Phase der Infektion im Vergleich

Da auch eine Blockade von PD-1 alleine einen steigernden Effekt auf die Bakterienlast
wahrend der Infektion mit O. tsutsugamushi hatte, wurde nun auf eine Blockade mit PD-
1 in Kombination mit anderen Regulatoren zuriickgegriffen. McMahan et al. zeigte zum
Beispiel diesbeziiglich, dass eine kombinierte Blockade von PD-1 mit TIM-3 die T-Zell-
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Proliferation bei einer Hepatitis C Infektion steigern kann [265]. Zudem wurde in Kapitel
4.7 gezeigt, dass TIM-3 sehr stark von CD8" T-Zellen exprimiert wurde, so dass mog-
licherweise eine Blockade von PD-1 in Kombination mit TIM-3 den vermuteten Effekt
einer verringerten Bakterienlast erzielt. Woo et al. konnten durch eine kombinierte Blo-
ckade von PD-1 mit LAG-3 eine gesteigerte adaptive Immunantwort gegen einen Tumor
herbeifiihren [266]. Die Ergebnisse fiihrten zu der Entscheidung, eine kombinierte Blo-
ckade von PD-1 in Kombination sowohl mit TIM-3 als auch mit LAG-3 durchzufiihren.
Dafiir wurden zunéchst C57BL/6 Weibchen sc./id. in die rechte Hinterpfote mit 25.000
sfu infiziert (siche Abbildung 4.18).

Blockade Blockade
in der in der
akuten Phase chronischen Phase
a-PD-1 (250 ug) a-PD-1 (250 ug)
a-TIM-3 (200 pg) a-TIM-3 (200 ug)
a-LAG-3 (100 pg) a-LAG-3 (100 pg)
0 4 8 212529 33
I L1 I L1 1 | s Tage p.i.
e I I
C57BL/6J 1 1
Q sc./id. : :
1 1
O.tsu 3 3

Untersuchung der Lunge

Abbildung 4.18: Versuchsablauf der frithen und spiten kombinierten Blockade von PD-1, TIM-3
und LAG-3. Dargestellt ist der Versuchsablauf von zwei unabhéngigen Experimenten. Fiir beide Experimente
wurden C57BL/6 Weibchen an d0 mit 25.000 sfu O. tsutsugamushi (O.tsu) sc./id. in die rechte Hinterpfote
infiziert. Einerseits erhielten die infizierten Mause wahrend der akuten Blockade eine dreimalige ip. Injektion von
jeweils 250 pg a-PD-1 (Klon RMP1-14), 200 pg a-TIM-3 (Klon RMT3-23) und 100 pg a-LAG-3 (Klon C9BTW) in
PBS in einem Gesamtvolumen von 250 pL an d0, 4 und 8 p.i.. An d12 p.i. erfolgte eine Untersuchung der Lunge auf
ihre Bakterienlast (traD qPCR) und den Aktivierungsstatus der T-Lymphozyten mittels durchflusszytometrischer
Analysen. In einem zweiten Experiment erhielten die infizierten M&use eine dreimalige spéte Blockade (chronisch)
durch ip. Injektionen von jeweils 250 pg a-PD-1 (Klon RMP1-14), 200 pg o-TIM-3 (Klon RMT3-23) und 100 pg
a-LAG-3 (Klon COB7W) an d21, 25 und 29 p.i., woraufhin an d33 ebenfalls eine Untersuchung der Lunge erfolgte.
Als Kontrollgruppen dienten in beiden Experimenten ebenfalls O.tsu infizierte Mause, die jedoch eine Ratten IgG
Behandlung erhielten.

Entsprechend der bisher durchgefiithrten Blockadeexperimente von PD-1 bzw. CTLA-4
wurden die Mause in diesen Experimenten mit einer kombinierten Antikdrpermischung
aus PD-1, TIM-3 und LAG-3 entweder wahrend der akuten oder wahrend der chronischen
Phase der Infektion behandelt. Anschlieffend wurde die Lunge an d12 bzw. d33 p.i. auf
ihre Bakterienlast sowie auf den Aktivierungsstatus und die Zytokinproduktion der T-
Lymphozyten untersucht.
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4.2.3.1 Unverdnderte Symptomatik nach kombinierter Blockade

Auch nach der kombinierten Blockade von PD-1, TIM-3 und LAG-3 wurde zunéchst der
Gesundheitsstatus der infizierten und blockierten Méause im Vergleich zu nur infizierten

Mausen anhand der Gewichtsreduktion wahrend einer O. tsutsugamushi Infektion ermit-
telt (siche Abbildung 4.19).

= O. tsu + o-PD-1/a-TIM-3/0-LAG-3
M O. tsu + Ratten IgG
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Abbildung 4.19: Mausgewicht nach frither und spiter kombinierter Blockade von PD-1, TIM-3
und LAG-3. Mit O. tsutsugamushi infizierte C57BL/6 Mause wurden mit jeweils 250 ng o-PD-1, 200 ng a-
TIM-3 und 100 pg o-LAG-3 (O.tsu + a-PD-1/a-TIM-3/a-LAG-3) bzw. Ratten IgG (O.tsu + Ratten IgQG) ip.
behandelt. Als Kontrolle dienten nicht infizierte Méause, die ebenfalls mit der Antikérperkombination behandelt
wurden (L929 Kontrolle + a-PD-1/a-TIM-3/a-LAG-3). Die Behandlung erfolgte entweder wihrend der akuten
oder wahrend der chronischen Phase der Infektion, worauthin das Gewicht an d12 bzw. d33 p.i. ermittelt wurde.
Gezeigt ist die Gewichtsdifferenz zwischen d0 und d12 (links) bzw. d33 (rechts) p.i. in %. Dargestellt ist jeweils ein
reprisentatives von zwei unabhéngigen Experimenten (Mittelwert & SEM; n=5). *p<0,05, ns = nicht signifikant;
Kruskal-Wallis-Test mit Dunns post test.

Nach der frithen Blockade von PD-1, TIM-3 und LAG-3 zeigten die infizierten Mé&use
(O.tsu + a-PD-1/a-TIM-3/a-LAG-3) an d12 p.i. im Vergleich zu ihrem Ausgangsge-
wicht an d0 p.i. eine Gewichtsabnahme von etwa 5 %. Die nicht blockierte aber infizierte
Gruppe (O.tsu + Ratten IgG) zeigte hingegen eine geringe Gewichtszunahme von etwa
3 % im Vergleich zu ihrem Ausgangsgewicht an d0 p.i.. Der Unterschied war jedoch nicht
signifikant. Fiir die nicht infizierte Kontrollgruppe (L929 Kontrolle + «-PD-1/a-TIM-
3/a-LAG-3) konnte an d12 p.i. eine Gewichtszunahme von 10 % im Vergleich zu ihrem
Ausgangsgewicht ermittelt werden. Nach einer spaten kombinierten Blockade konnte kein
Gewichtsunterschied zwischen den Mausgruppen festgestellt werden. Alle Gruppen zeigten
an d33 p.i. eine Gewichtszunahme von etwa 15 % im Vergleich zu ihrem Ausgangsgewicht

an dO p.i..
Eine kombinierte Blockade von PD-1, TIM-3 und LAG-3 hatte keinen signifikanten Ein-

fluss auf das Gewicht im Vergleich zu den mit O. tsutsugamushi infizierten aber nicht

blockierten Mé&usen.
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4.2.3.2 Unverinderte Anzahl an CD41T und CD8*" T-Zellen nach kombinierter
Blockade

Um zu iiberpriifen, ob eine kombinierte Blockade von PD-1, TIM-3 und LAG-3 wéhrend
einer O. tsutsugamushi Infektion einen immunologischen Einfluss hat, wurden Lympho-
zytenpopulationen der Lunge zunichst auf ihre relativen CD4" und CD8' Anteile hin
untersucht. Dafiir wurden isolierte Lungenzellen infizierter und mit der Antikérperkom-
bination behandelter Mause (O.tsu + a-PD-1/a-TIM-3/a-LAG-3), infizierter und nicht
blockierter Mause (O.tsu + Ratten IgG) sowie nicht infizierter aber blockierter Méuse
(L929 Kontrolle + a-PD-1/a-TIM-3/a-LAG-3) mit Antikorpern gegen CD4 und CD8
gefdrbt und anschliefsend durchflusszytometrisch bestimmt. In Abbildung 4.20 sind die
CD4* (A) und CD8"(B) T-Zellen in % aller Lymphozyten der Lunge an d12 p.i. nach
frither bzw. an d33 p.i. nach spéter Blockade dargestellt.
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Abbildung 4.20: CD4" und CD8" T-Lymphozyten in der Lunge nach friiher und spiter kombi-
nierter Blockade von PD-1, TIM-3 und LAG-3. O. tsutsugamushi infizierte C57BL/6 M&use wurden mit
jeweils 250 ng a-PD-1, 200 pg a-TIM-3 und 100 pg a-LAG-3 (O.tsu + a-PD-1/a-TIM-3/a-LAG-3) bzw. Ratten
IgG (O.tsu + Ratten IgG) ip. entweder wihrend der akuten oder der chronischen Phase behandelt. Als Kontrolle
dienten nicht infizierte aber blockierte Méuse (L929 Kontrolle + a-PD-1/a-TIM-3/a-LAG-3). Die isolierten Lun-
genzellen wurden an d12 p.i. bzw. d33 p.i. mit Antikérpern gegen CD4 (APC-Cy7) und CD8 (PerCPCy5.5) gefarbt
und durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt sind die CD41 (A) und CD8*1 (B) T-Zellen in % aller pulmo-
nalen Lymphozyten. Gezeigt ist jeweils ein reprisentatives von zwei unabhéngigen Experimenten (Mittelwert +
SEM; n=5). ns = nicht signifikant; Kruskal-Wallis-Test mit Dunns post test.

Die Auswertung der CD4% T-Lymphozyten der Lunge ergab sowohl nach einer frithen
als auch nach einer spaten kombinierten Blockade von PD-1, TIM-3 und LAG-3 keinen
Expressionsunterschied im Vergleich zu den infizierten aber nicht blockierten Méusen. An
d12 p.i. zeigten beide infizierten Gruppen 40 % CD4" T-Lymphozyten, wihrend an d33
p.i. die Expression nur noch bei etwa 20 % lag. Auch fiir den relativen Anteil an CD8*
T-Zellen konnte kein Unterschied zwischen den frith bzw. spat blockierten Mausen und
den nicht blockierten Méusen gezeigt werden. Bei beiden Mausgruppen waren an d12 p.i.
etwa 10 % und an d33 p.i. etwa 40 % der Lungenzellen positiv fiir CD8 zu messen.

Eine Blockade von PD-1 in Kombination mit TIM-3 und LAG-3 zeigte demnach weder
wahrend der akuten noch wiahrend der chronischen Phase einen Einfluss auf das Gleich-
gewicht von CD4" und CD8% T-Zellen in der Lunge. Auch eine Untersuchung der T-
Lymphozyten auf ihren Aktivierungsstatus, gemessen an den Markern KLRG1, CD11a,
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CD44, CD62L und GrzB (Daten nicht gezeigt), zeigte keinen Unterschied nach einer kom-
binierten Blockade.

4.2.3.3 Friihe und spite kombinierte Blockade steigert die IFN~-Produktion auf
CD4" T-Zellen, nicht aber die Produktion von IL-2

Fiir eine Blockade von PD-1 ohne TIM-3 und LAG-3 wéhrend der chronischen Phase der
0. tsutsugamushi Infektion konnte bereits eine gesteigerte IL-2- und IFN~-Produktion
der CD4" sowie der CD8" pulmonalen T-Lymphozyten gezeigt werden (siehe Abbildung
4.16). Um zu sehen, ob auch nach einer kombinierten Blockade von PD-1, TIM-3 und
LAG-3 eine Verdnderung des Zytokinmilieus hervorgerufen wird, wurden Lungenzellen
von infizierten und blockierten ( O.tsu + a-PD-1/a-TIM-3/a-LAG-3) sowie infizierten und
nicht blockierten Mausen ( O.tsu + Ratten IgG) an d12 p.i. bzw. d33 p.i. isoliert. Die Zellen
wurden fiir 4 h in vitro mit PMA und Ionomycin restimuliert. Anschliefsend wurden die
Zellen mit Antikorpern gegen CD4, CDS8, IFN~, IL-2 gefirbt und durchflusszytometrisch
analysiert (siche Abbildung 4.21).
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Abbildung 4.21: IFN~y- und IL-2-Zytokinexpression auf CD4" und CD8" Lungenzellen nach friiher
und spéter kombinierter Blockade von PD-1, TIM-3 und LAG-3. O. tsutsugamushi infizierte C57BL/6
Méuse wurden mit einer Kombination aus jeweils 250 ng a-PD-1, 200 pg o-TIM-3 und 100 ng o-LAG-3 (O.tsu +
a-PD-1/a-TIM-3/a-LAG-3) bzw. Ratten IgG (O.tsu + Ratten IgG) wihrend der akuten bzw. wihrend der chro-
nischen Phase der Infektion i.p. behandelt. An d12 bzw. d33 p.i. wurden Lungenzellen isoliert und mit Antikérpern
gegen CD4 (V500), CD8 (PerCP-Cy5.5), IL-2 (PE) und IFN+ (FITC) nach einer 4 h in vitro Restimulation mit
PMA /Ionomycin gefarbt und durchflusszytometrisch bestimmt. In A und B sind exemplarische Dot Plots der
IFN~T Farbung der CD4" T-Zellen an d12 p.i und d33 p.i. gezeigt. (C-F) Dargestellt sind die IL-2% (C, D) sowie
IFNA™T (E, F) Zellen in % der CD4" bzw. CD8*' pulmonalen T-Lymphozyten an d12 bzw. d33 p.i.. Gezeigt ist
jeweils ein reprisentatives von zwei unabhéngigen Experimenten (Mittelwert &= SEM; n=>5). *p<0,05, ns = nicht
signifikant; Mann Whitney-Test (zweiseitig).

Die IL-2-Produktion zeigte sowohl bei CD4" (C) als auch auf CD8" (D) pulmonalen
T-Lymphozyten weder nach einer frithen noch nach einer spéaten kombinierten Blockade
von PD-1, TIM-3 und LAG-3 einen signifikanten Unterschied im Vergleich zu den nicht
blockierten Méausen. Die IFN~-Produktion der CD4" T-Zellen (A, B, E) konnte hingegen
sowohl durch eine friihe als auch durch eine spite kombinierte Blockade signifikant erhoht
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werden. An d12 p.i. konnte in den blockierten M&ausen eine IFN~-Produktion von etwa
25 % gezeigt werden, wihrend in den nicht blockierten Méusen lediglich 15 % der CD4™
Lungenzellen IFNv produzierten. An d33 p.i. konnten fiir die CD4" T-Zellen 15 % fiir
die mit der Antikorperkombination behandelten Mause und 5 % fiir die nicht blockierten
Mause positiv fiir IFN~y gemessen werden. Die IFN~-Produktion der CD8" T-Zellen (F)
blieb auch nach einer kombinierten Blockade sowohl wahrend der akuten als auch wahrend

der chronischen Phase im Vergleich zu den nicht blockierten Mausen unveréandert.

Durch die kombinierte Blockade konnte zwar die IFN~-Produktion der CD4% T-Zellen

gesteigert werden, nicht aber die Produktion von IL-2.

4.2.3.4 Unveridnderte Bakterienlast in der Lunge nach friiher und spéter
kombinierter Blockade

Nach der kombinierten Blockade von PD-1, TIM-3 und LAG-3 konnten keine immunolo-
gischen Verdnderungen im Gleichgewicht der T-Lymphozyten (siche Abbildung 4.20) und
deren Aktivierungsstatus nachgewiesen werden. In Kapitel 4.2.3.3 konnte lediglich eine er-
hohte IFN~-Produktion der pulmonalen CD4" T-Zellen durch eine kombinierte Blockade
ausgelost werden. Um zu untersuchen, ob diese erhohte IFN~-Produktion einen méglichen
Einfluss auf die Bakterienlast in der Lunge wéhrend einer O. tsutsugamushi Infektion hat-
te, wurde die traD Kopienzahl der Lunge mittels qPCR bestimmt. Dazu wurden Lungen
aus infizierten und blockierten (O.tsu + a-PD-1/a-TIM-3/a-LAG-3) bzw. infizierten und
nicht blockierten Méausen ( O.tsu + Ratten IgG) an d12 p.i. bzw. d33 p.i. isoliert und ihre
traD Kopienzahl pro 1 pg DNA analysiert. Die Ergebnisse nach einer Blockade wiahrend
der akuten sowie wihrend der chronischen Phase sind in Abbildung 4.22 dargestellt.

B O.tsu + a-PD-1/a-TIM-3/ a-LAG-3
M O.fsu + Ratten IgG
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Abbildung 4.22: Bakterienlast in der Lunge nach frither und spiter kombinierter Blockade von
PD-1, TIM-3 und LAG-3. Lungen aus O. tsutsugamushi infizierten und mit einer Kombination aus 250 pg a-
PD-1, 200 pg a-TIM-3 und 100 pg a-LAG-3 behandelten C57BL/6 M&usen (O.tsu + a-PD-1/a-TIM-3/a-LAG-3)
wurden im Vergleich zu infizierten aber nicht blockierten (O.tsu + Ratten IgG) M&usen mittels qPCR auf das
traD Gen hin iiberpriift. Dargestellt sind die traD Kopien pro 1 ng DNA an d12 p.i. nach frither kombinierter
Blockade (links) und an d33 p.i. nach spéter Blockade (rechts). Gezeigt ist jeweils ein représentatives von zwei
unabhingigen Experimenten (Mittelwert + SEM; n=>5). ns = nicht signifikant; Mann Whitney-Test (zweiseitig)
post test.
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Wie in Abbildung 4.22 zu sehen, hatte die kombinierte Blockade von PD-1, TIM-3 und
LAG-3 auch auf die Bakterienlast in der Lunge keinen Einfluss. Sowohl fiir die infizierten
und mit der Antikérperkombination behandelten M&ause als auch fiir die infizierten und
nicht blockierten M#use konnte an d12 p.i. eine traD Kopienzahl von etwa 10® pro 1 pg
DNA nachgewiesen werden. An d33 p.i. lag die traD Kopienzahl fiir beide untersuchten
Mausgruppen bei etwa 10* pro 1 ng DNA.

Eine kombinierte Blockade von PD-1, TIM-3 und LAG-3 hatte demnach keinen Einfluss

auf die Bakterienlast in der Lunge wihrend einer Infektion mit O. tsutsugamushia.
4.2.4 Gegeniiberstellung der Ergebnisse der verschiedenen
Blockadeexperimente

Zur Verdeutlichung sind die Ergebnisse der Kapitel 4.2.1, 4.2.2 und 4.2.3 in Abbildung
4.23 noch einmal graphisch gegeniibergestellt.

BLOCKADE von...
CTLA-4 PD-1 PD-1/TIM-3/LAG-3
Untersuchte akute chron. akute chron. akute chron.
Parameter Phase Phase Phase Phase Phase Phase
Gewicht | = = = = =
CD4*

Aktivierung CD8*

]
cps* | = = =
l

IFNy = - = 1 1 T
IL-2 = = = 1 - _
Bakterienlast t = = t = =

Abbildung 4.23: Ergebnisgegeniiberstellung der verschiedenen Blockadeexperimente.

Dargestellt sind die Ergebnisse der verschiedenen Experimente dieser Arbeit, bei denen CTLA-4, PD-1 oder PD-1
in Kombination mit TIM-3 und LAG-3 entweder wihrend der akuten Phase oder wihrend der chronischen (chron.)
Phase der Infektion in wvivo blockiert wurden. Pfeil nach unten/oben = Abnahme/Zunahme des untersuchten
Parameters nach der Blockade im Vergleich zu der infizierten aber nicht blockierten Kontrollgruppe; = weist auf
keine Veranderung des untersuchten Parameters hin.

4.3 Eine gesteigerte Bakterienlast korreliert wahrend einer
Orientia tsutsugamusht Infektion mit einer erhohten
IL-10-Produktion

Die bisherigen Beobachtungen entsprachen nicht der Hypothese und widersprechen den
gegenwartigen Modellvorstellungen zur Rolle der negativen Kostimulatoren. Entgegen der
Erwartungen fiihrte eine Blockade der untersuchten negativen Korezeptoren CTLA-4, PD-
1, TIM-3 und LAG-3 bei einer Infektion mit O. tsutsugamushi nicht zu einer gesteigerten

84



Ergebnisse

T-Zell-Effektorantwort mit einer verminderten Bakterienlast in der Lunge. Im Gegen-
teil dazu konnte nach einer CTLA-4 Blockade wihrend der akuten Phase (siehe Kapitel
4.2.1.4) sowie nach einer PD-1 Blockade (siehe Kapitel 4.17) wéhrend der chronischen
Phase sogar eine gesteigerte Bakterienlast in der Lunge gezeigt werden. Um eine Ursache
fiir die gesteigerte Bakterienlast nach der Blockade von PD-1 bzw. CTLA-4 zu finden, wur-
de schlieklich das anti-inflammatorische Zytokin 11.-10, das u. a. IFN~, IL-2 und TNF-«
hemmen soll, untersucht [267]. Mege et al. konnte bereits zeigen, dass IL-10 die Anfil-
ligkeit des Wirtes fiir viele intrazellulire Mikroorganismen erh6ht und fiir die Persistenz

von Bakterien wie z.B. M. tuberculosis verantwortlich ist [255].

Eine Expression von IL-10 kénnte demnach eine Erklarung fiir die erhohte Bakterienlast
wahrend der O. tsutsugamushi Infektion in der Lunge nach einer frithen Blockade von
CTLA-4 bzw. einer spiaten Blockade von PD-1 sein.

4.3.1 Eine frithe Blockade von CTLA-4 induziert eine erhohte
IL-10-Produktion in n vitro restimulierten Milzzellen

Fir die Untersuchung der IL-10-Produktion nach der akuten Blockade von CTLA-4
wurden an d12 p.i. Milzzellen aus infizierten und o-CTLA-4 behandelten (O.tsu + a-
CTLA-4), infizierten und nicht blockierten (O.tsu + Hamster IgG) und nicht infizier-
ten aber a-CTLA-4 behandelten (L929 Kontrolle + a-CTLA-4) C57BL/6 Méusen iso-
liert und n vitro mit a-CD3 fiir 48 h restimuliert. Die Quantifizierung erfolgte mittels
LEGENDplex™ Zytokin-Bead-Array (siehe Kapitel 4.24) und anschliefender durchfluss-
zytometrischer Messung. In Abbildung 4.24 sind die Ergebnisse der IL-10 Quantifizierung
in pg/mL dargestellt.
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Abbildung 4.24: IL-10-Produktion von restimulierten Milzzellen nach akuter Blockade von CTLA-
4. Isolierte Milzzellen aus infizierten und a-CTLA-4 behandelten (O.tsu + a-CTLA-4), infizierten und nicht blo-
ckierten (O.tsu + Hamster IgG) sowie nicht infizierten aber blockierten (L929 Kontrolle + a-CTLA-4) C57BL/6
Mé&usen wurden an d12 p.i. isoliert und in vitro fiir 48 h mit a-CD3 restimuliert. Des Weiteren ist eine Me-
diumkontrolle ohne a-CD3 Stimulation aufgefiihrt (Medium). Die Konzentration von IL-10 wurde mit dem
LEGENDplex™ Zytokin-Bead-Array bestimmt. Dargestellt ist die Konzentration von IL-10 in pg/mL. (Mit-
telwert £ SEM; n=3-5). *p<0,05; Kruskal-Wallis-Test mit Dunns post test.

Nach einer Restimulation mit a-CD3 war sowohl bei den infizierten nicht blockierten
Méusen (O.tsu + Hamster IgG + a-CD3) als auch bei den nicht infizierten aber blockier-
ten Méusen (L929 Kontrolle + a-CTLA-4 4 a-CD3) eine IL-10 Konzentration von etwa
5 pg/mL im Uberstand der in vitro stimulierten Milzzellen nachweisbar. Nach einer frii-
hen Blockade von CTLA-4 (O.tsu + a-CTLA-4 + a-CD3) stieg die IL-10 Konzentration
bei den infizierten Mausen signifikant auf etwa 17 pg/mL an.

Es konnte also gezeigt werden, dass T-Zellen in der Milz wiahrend der Infektion mit O.
tsutsugamushi nach einer frithen in vivo Blockade von CTLA-4 und anschliefsender in vitro
Restimulation mit a-CD3 signifikant mehr IL-10 produzieren, als T-Zellen aus der nicht
CTLA-4 blockierten Kontrollgruppe. Da IL-10 fiir seine anti-inflammatorische und T}1
hemmende Wirkung bekannt ist und aufterdem bei anderen Infektionsmodellen fiir eine
erhohte Bakterienlast verantwortlich ist, konnte die erhéhte IL-10-Produktion auch eine
Erklérung fiir die erhohte Bakterienlast (siche Abbildung 4.12) wihrend einer Infektion

mit O. tsutsugamushi sein.

4.3.2 Gesteigerte IL-10-Produktion der CD4" T-Zellen in der Lunge nach
spiater PD-1 Blockade

Um zu iiberpriifen, ob die gesteigerte Bakterienlast in der Lunge auch nach der PD-1
Blockade wahrend der chronischen Phase der Infektion in einem Zusammenhang mit einer
gesteigerten IL-10-Produktion steht, wie es auch bei der frithen CTLA-4 Blockade gezeigt

86



Ergebnisse

werden konnte (siehe Kapitel 4.3.1), wurde erneut die IL-10-Produktion untersucht. Dazu
wurden in diesem Fall Lungenzellen von infizierten M&ausen, die mit a-PD-1 bzw. Ratten
IgG wahrend der akuten bzw. chronischen Phase behandelt wurden, isoliert, 4 h n vitro
mit PMA und Ionomycin restimuliert und anschliefsend mit Antikérpern gegen IL-10 und
CD4 gefarbt. Die Analyse erfolgte durch eine durchflusszytometrische Messung (siehe
Abbildung 4.25).
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Abbildung 4.25: IL-10-Produktion von CD4" T-Lymphozyten von O. tsutsugamushi infizierten
C57BL/6 Mé&usen nach frither und spiter PD-1 Blockade. Mit O. tsutsugamushi infizierte C57BL/6
Méuse wurden dreimalig mit jeweils 250 pg a-PD-1 (O.tsu + a-PD-1) bzw. Ratten IgG (O.tsu + Ratten IgG)
ip. sowohl in der akuten Phase als auch in einem zweiten Experiment in der chronischen Phase behandelt. Als
Kontrollgruppe dienten nicht infizierte aber blockierte Mause (L929 Kontrolle + a-PD-1). Isolierte Lungenzellen
wurden mit Antikérpern fiir 4 h mit PMA /Tonomycin in vitro restimuliert und anschliefend mit Antikorpern
gegen CD4 (V500), IL-10 (Alexa Fluor 700) und IFN~ (FITC) gefirbt. Es folgte eine durchflusszytometrische
Messung. (A) Dargestellt sind exemplarische Dot Plots fiir eine Maus je Gruppe an d33 p.i.. (B) Dargestellt ist die
IL-10-Produktion in % der CD4" Lungenzellen. (Mittelwert & SEM; n=>5). *p<0,05, ns = nicht signifikant; Mann
Whitney-Test (zweiseitig). (C) Zeigt einen Dot Plot einer infizierten und blockierten Maus (O.tsu + a-PD-1), bei
der IFN~ aller Lymphozyten gezeigt wird. (D) Dargestellt ist ein Dot Plot einer infizierten und blockierten Maus,
bei der im Gate die IFNy™ IL-10" CD4" T-Zellen an d33 p.i. dargestellt sind (Kasten).

Eine frithe Blockade von PD-1 zeigte an d12 p.i. keinen Einfluss auf die IL-10-Produktion
von CD4™ Lungenzellen (B; links). Sowohl bei blockierten (O.tsu + a-PD-1) als auch nicht
blockierten Méusen (O.tsu + Ratten IgG) lag die IL-10-Produktion bei etwa 0,5 % der
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CD4" T-Zellen. Eine PD-1 Blockade wahrend der chronischen Phase fiihrte hingegen zu
einer signifikant gesteigerten IL-10-Produktion von 5 % der CD4" T-Zellen im Vergleich
zu nicht blockierten Méausen, bei denen 3 % der CD4% T-Zellen positiv fiir IL-10 zu
messen waren (A; B, rechts). Im Rahmen dieser Arbeit wurde nicht primér nach Zellen
geschaut, die zusatzlich zu IL-10 auch weitere Zytokine produzieren, da es nicht Teil der
Ausgangshypothese war. Trotzdem konnte im Rahmen dieser Arbeit zumindest qualitativ
gezeigt werden, dass die IL-10 produzierenden CD4" T-Zellen gleichzeitig Produzenten fiir
IFN~ sind (D; Kasten). Dafiir mussten zunéchst die IFNy* T-Zellen aller Lymphozyten
(C) definiert werden. Bei den IFN~* IL-10" koproduzierenden Zellen handelt es sich
jedoch nicht um Produzenten von IL-2 (Daten nicht gezeigt).

Die in Kapitel 4.2.2 aufgefiihrten Ergebnisse zeigten zwar, dass eine spéate Blockade von
PD-1 zu einer gesteigerten Zytokinproduktion von IFN~ und IL-2 wahrend einer Infektion
mit O. tsutsugamushi fithrte. Allerdings konnte trotzdem die Bakterienlast in der Lunge
nicht reduziert werden, sondern lag an d33 p.i. sogar erhoht vor. Vergleichbar mit den Er-
gebnissen nach einer frithen CTLA-4 Blockade konnte auch nach der chronischen Blockade
von PD-1 gezeigt werden, dass eine erhohte Bakterienlast in Verbindung mit einer ver-
mehrten Produktion von IL-10 steht (siehe Abbildung 4.25). Diese IL-10" CD4" T-Zellen
produzierten zudem IFN~. Allerdings miissten fiir quantitative Aussagen diesbeziiglich
weitere Untersuchungen folgen.

4.3.3 Unveranderte IL-10-Produktion nach einer kombinierten Blockade von
PD-1, TIM-3 und LAG-3

Um zu sehen, ob auch nach einer kombinierten Blockade von PD-1, TIM-3 und LAG-3
ohne eine verdanderte Bakterienlast in der Lunge eine verdnderte IL-10-Produktion vor-
liegt, oder ob dies ausschlieflich der Fall bei einer erhohten Bakterienlast ist, folgte eine
Untersuchung von IL-10 in isolierten Lungenzellen. Dazu wurden O. tsutsugamushi infi-
zierte (O.tsu + a-PD-1/a-TIM-3/a-LAG-3) und nicht infizierte Mause (1.929 Kontrolle
+ a-PD-1/a-TIM-3/a-LAG-3) wéhrend der akuten bzw. chronischen Phase der Infektion
mit einer Kombination aus a-PD-1, a-TIM-3 und a-LAG-3 behandelt. An d12 p.i. bzw.
d33 p.i. wurden Lungenzellen isoliert und fiir 4 h in vitro mit PMA und lonomycin resti-
muliert. Anschliefsend wurden die Zellen mit Antikérpern gegen CD4 und IL-10 geférbt
und durchflusszytometrisch analysiert (siche Abbildung 4.26).
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Abbildung 4.26: IL-10-Zytokinexpression auf CD4" Lungenzellen nach frither und spéter kombi-
nierter Blockade von PD-1, TIM-3 und LAG-3. O. tsutsugamushi infizierte C57BL/6 Mause wurden mit
einer Kombination aus jeweils 250 pg o-PD-1, 200 ng o-TIM-3 und 100 pg o-LAG-3 (O.tsu + a-PD-1/a-TIM-
3/a-LAG-3) bzw. Ratten IgG (O.tsu + Ratten IgG) wéahrend der akuten bzw. chronischen Phase der Infektion ip.
behandelt. An d12 bzw. d33 p.i. wurden Lungenzellen isoliert und mit Antikérpern gegen CD4 (V500) und IL-10
(Alexa Fluor 700) nach einer 4 h in vitro Restimulation mit PMA /Tonomycin gefarbt und durchflusszytometrisch
bestimmt. (A) Gezeigt sind exemplarische Dot Plots der IL-10 Farbung an d33 p... (B) Dargestellt sind die
IL-10" Zellen in % der CD4% pulmonalen T-Zellen an d12 bzw. d33 p.i.. (Mittelwert £ SEM; n=5). ns = nicht
signifikant; Mann Whitney-Test (zweiseitig).

Auf die IL-10-Produktion der CD4™" pulmonalen Zellen hatte die kombinierte Blockade von
PD-1, TIM-3 und LAG-3 weder wiahrend der akuten noch wiahrend der chronischen Phase
der Infektion einen Einfluss. An d12 p.i. lag die IL-10-Produktion in beiden Mausgruppen
bei etwa 0,5-1 % der CD4" T-Zellen. An d33 p.i. stieg die IL-10-Produktion zwar auf etwa
3 % an, blieb jedoch trotzdem unbeeinflusst von einer kombinierten Blockade.

Es konnte demnach gezeigt werden, dass die nach einer kombinierten Blockade von PD-1,
TIM-3 und LAG-3 unveridnderte Bakterienlast in der Lunge also einer gleichbleibenden
IL-10-Produktion gegeniibersteht.

Die zu Beginn der Arbeit aufgestellte Hypothese, dass eine Blockade von negativen Ko-
rezeptoren zu einer verstiarkten Immunantwort mit einer verminderten Bakterienlast bei
einer Infektion mit O. tsutsugamushi fiihrt, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit
durch verschiedene einzelne und kombinierte experimentelle Ansétze widerlegt.

Anders als erwartet, fithrte die Blockade von CTLA-4 wihrend der akuten Phase und
die Blockade von PD-1 wahrend der chronischen Phase sogar zu erh6hten Bakterienlasten
in der Lunge. Die gezeigte erhohte Bakterienlast steht dabei jeweils in Korrelation mit
einer gesteigerten Produktion des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10. Die Daten aus
Kapitel 4.3.2 deuten zudem darauf hin, dass es sich bei den IL-10 produzierenden Zellen
nach einer Blockade von PD-1 wihrend der chronischen Phase der Infektion um CD4*
T-Zellen handelt, die IFN~y koproduzieren.
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5 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit konnten erstmals Informationen iiber den Einfluss der koinhi-
bitorischen Rezeptoren CTLA-4, PD-1, TIM-3 und LAG-3 wéahrend einer Infektion mit
O. tsutsugamushi ermittelt werden. Das Ziel war, ihren Einfluss auf die T-Zell-vermittelte
Immunantwort sowie deren Folgen fiir den Infektionsverlauf zu untersuchen. Aufgrund
verschiedener Arbeiten anderer Arbeitsgruppen, in denen eine Blockade inhibitorischer
Korezeptoren zu einer gesteigerten T-Zell-Immunantwort mit einer gesteigerten Pathogen-
abwehr fiihrt, bestand die Arbeitshypothese darin, dass die negative T-Zell-Kostimulation
auch bei einer Infektion mit O. tsutsugamushi die Effektorantwort inhibiert und eine ent-
sprechende Blockade zu einer Verbesserung der Pathogenabwehr fiihrt.

5.1 Organspezifische Dynamik der T-Zell-Aktivierung

Eine Aktivierung der T-Zellen ist eine Grundvoraussetzung fiir eine funktionierende Ab-
wehr diverser Pathogene. Wahrend einer Infektion mit O. tsutsugamushi als intrazelluléres
Bakterium tragen vor allem die CD8" T-Zellen zur Abwehr bei [77]. Auch im Rahmen
dieser Arbeit lagen die CD8" T-Zellen sowohl relativ als auch absolut wiahrend der chro-
nischen Phase der Infektion in der Lunge ab d21 p.i. bzw. absolut sogar ab d12 p.i.
signifikant erhoht vor, also auch in der Phase, in der die Bakterienlast bereits wieder
abnahm. Eine dhnliche Dynamik konnte auch im Menschen wahrend einer O. tsutsuga-
mushi Infektion gezeigt werden, bei denen im Blut die CD8% T-Zellen auch erst in der
Rekonvaleszenzphase nachweisbar sind [121]. Nach einer Beendigung einer Infektion ist
zu erwarten, dass eine verminderte Expression von Aktivierungsmarkern wie z.B. KLRG1
auf CD8" T-Zellen nachweisbar ist [268]. In der vorliegenden Arbeit zeigten die CD8*
T-Zellen jedoch nicht nur wiahrend der akuten, sondern iiberraschenderweise auch in der
chronischen Phase der Infektion einen iiberwiegend aktivierten Phéanotyp auf. Besonders
auffallig war, dass einige der untersuchten Aktivierungsmarker wahrend der akuten und
chronischen Phase der Infektion hochreguliert waren (z.B. KLRG1 und CD1la in der
Lunge; GrzB in der Milz), wihrend andere wiederum nur wéhrend der akuten (GrzB in
der Lunge; KLRG1 in der Milz) oder nur wihrend der chronischen Phase (CD62L~ in der
Lunge) erhoht exprimiert vorlagen. Des Weiteren gab es auch Unterschiede zwischen den
untersuchten Organen Lunge und Milz. Es scheint demnach einen Unterschied zwischen
dem Aktivierungsstatus der CD8" T-Zellen in der akuten und chronischen Phase bzw. in
unterschiedlichen Organen zu geben. Auf die wichtigsten Auffilligkeiten wird in diesem
Kapitel nédher eingegangen.

FEine Frage, die es dabei zu klaren gilt, ist die Tatsache, warum es iiberhaupt so viele
aktivierte CD8" T-Zellen wihrend der chronischen Phase gibt, da die Bakterienlast doch
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in dieser Phase bereits heruntergeht. Und liegen diese noch stimuliert also funktional vor
oder befinden sich diese in einer Art Ruhemodus? Hauptmann et al. konnten in diesem
Zusammenhang bereits zeigen, dass eine Depletion von CD8" T-Zellen in der chronischen
Phase der O. tsutsugamushi Infektion im Mausmodell zu einem Wiederanstieg der Bak-
terien fiihrte, so dass dies auf eine Funktionalitit der CD8% T-Zellen auch wihrend der
chronischen Phase der Infektion hindeutet [Hauptmann et al.; Manuskript in Vorberei-

tung].

Die CD8% T-Zellen zeigten wihrend der Infektion mit O. tsutsugamushi sowohl wahrend
der akuten als auch wiahrend der chronischen Phase in der Lunge sowie in der Milz an den
meisten Zeitpunkten eine signifikant erhohte Expression von KLRG1 auf. In chronischen
humanen viralen Infektionen wie HIV (Humanes Immundefizienzvirus), Zytomegalovi-
rus oder Eppstein-Barr Virus konnte bereits gezeigt werden, dass die virusspezifischen
CD8" T-Zellen iiberwiegend KLRG1 exprimieren [268]. In einer bereits iiberstandenen
Influenza-Virusinfektion exprimieren die CD8% T-Zellen jedoch kein KLRG1. Thimme et
al. postulierten in diesem Zusammenhang, dass der Status der Differenzierung und die
Funktion von virusspezifischen CD8% T-Zellen direkt durch eine persistierende Antigen-
stimulation beeinflusst wird [268|. Auch bei der Infektion mit O. tsutsugamushi liegen die
Bakterien in der chronischen Phase persistierend vor, so dass auch fiir O. tsutsugamushi
als intrazelluldres Bakterium ein &hnlicher Zusammenhang zwischen der persistierenden
Antigenstimulation und der Expression von KLRG1 vorliegen kann. Schaut man sich die
Daten genauer an, kann sogar weiter postuliert werden, dass wahrend einer chronischen
Infektion mit O. tsutsugamushi mit der persistierenden Antigenstimulation die CD8" T-
Zellen doppelt positiv fiir KLRG1 und CD11a sind.

KLRG1 gilt weiterhin als Marker fiir eine replikative Seneszenz von murinen CD8% T-
Zellen [103]. Wéhrend der O. tsutsugamushi Infektion zeigten die CD8' pulmonalen T-
Zellen sowohl wiahrend der akuten als auch wahrend der chronischen Phase eine signifikant
erhohte Expression von bis zu 80 %. Auch wéhrend einer LCMV Infektion (WE Stamm)
kommt es zu einer starken Proliferation der CD8" T-Zellen, die nach einer gewissen An-
zahl an Teilungen einen Status der terminalen Differenzierung aufzeigen. Dieser zeichnet
sich durch eine Expression von KLRG1 von mehr als 50 % der CD8" T-Zellen aus [269].
Es konnte anhand der LCMV Infektion gezeigt werden, dass die KLRG1T CD8" T-Zellen
zwar nicht mehr proliferieren konnen, ihre Fahigkeit Zytokine zu produzieren aber beibe-
halten [269]. Die Proliferation der T-Zellen wird dabei iiber ein ITIM-Motiv, das KLRG1
an seinem zytoplasmatischen Ende besitzt, gehemmt [103]. Die KLRG1" sowie KLRG1~
T-Zellen unterscheiden sich bei einer LCMV Infektion jedoch nicht in ihrer Effektorfunk-
tion [269]. Diese Daten sprechen dafiir, dass sich auch die CD8" T-Zellen wéahrend der
chronischen Phase der Infektion in der Lunge zwar nicht mehr teilen kénnen, ihre Effektor-
funktion aber bewahren, indem sie weiterhin Zytokine sekretieren konnen. Die Expression
von KLRG1 wahrend der O. tsutsugamushi Infektion spricht also dafiir, dass die CD8%
T-Zellen funktional bleiben.

Auch CD11a wird wihrend der O. tsutsugamushi Infektion in der Lunge iiber den ge-
samten untersuchten Zeitraum (akut und chronisch) vermehrt auf den CD8% T-Zellen
exprimiert. CD11a ist ein wichtiges Adhésionsmolekiil und ein Teil der immunologischen
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Synapse [270], das nach der Aktivierung von T-Zellen vermehrt exprimiert wird [271]. Da
es iiber den gesamten Zeitraum der O. tsutsugamushi Infektion vermehrt auf den CD8*
T-Zellen der Lunge zu finden ist, deutet dies auf eine anhaltende T-Zell-Aktivierung in

der Lunge auch iiber die akute Phase der Infektion hinaus, hin.

Dies konnte auch nach Infektionen mit L. monocytogenes und M. tuberculosis gezeigt
werden [271, 272|. Ein Fehlen von CD11a wihrend einer M. tuberculosis Infektion fithrt zu
einem verminderten Schutz. Dieser wird durch ein verzogertes T-Zell- Priming und durch
Defekte in der T-Zell-Migrationsfahigkeit, wodurch weniger antigenspezifische T-Zellen in
der Lunge nach der Infektion gefunden werden kénnen, ausgelost [272]. Auch diese Daten
sprechen dafiir, dass die in der chronischen Phase der Infektion vorhandenen CD8" T-
Zellen wahrend einer O. tsutsugamushi Infektion noch funktional sind und fiir den Schutz
des Wirtes benotigt werden. Wéhrend einer L. monocytogenes Infektion wird sogar gesagt,
dass CD11a essentiell fiir eine optimale T-Zell-Expansion in Antwort auf das intrazellulére
Bakterium ist [271]. CD11a kann in Abwesenheit von anderen antigenspezifischen Markern
(z.B. bei ausgeziichteten Mausen mit einem polymorphem MHC-Molekiil) als Marker fiir
antigenspezifische T-Zellen genutzt werden [94]. Einmal antigenspezifisch aktivierte CD8*
T-Zellen bleiben demnach CD11a™, selbst wenn die Bakterienlast in der chronischen Phase
der Infektion schon wieder abnimmt.

Im Gegensatz zu KLRG1 und CD11a konnte wahrend der O. tsutsugamushi Infektion
GrzB in der Lunge lediglich wihrend der akuten Phase signifikant erhoht auf CD8" T-
Zellen exprimiert nachgewiesen werden. Ab d21 nimmt GrzB zwar wieder ab, liegt aber
tendenziell im Vergleich zu den naiven Méusen weiter erhoht vor. In der Milz zeigt GrzB
an d12 sein Maximum, nimmt bis d50 wieder ab, wobei es iiber den gesamten Zeitraum im
Vergleich zur naiven Kontrollgruppe signifikant erhéht bleibt. De Fost et al. konnten eine
erhdhte Menge an 16slichem GrzB bereits im Menschen wihrend einer akuten Infektion
mit O. tsutsugamushi nachweisen [106]. Allerdings erfolgte der Nachweis im Blutplasma
mittels ELISA und ist somit nicht direkt vergleichbar. Wahrend einer akuten Verlaufsform
des LCMV (Armstrong Stamm) konnte die Rolle von GrzB bereits untersucht werden
[273]. Das Fehlen von GrzB fiihrte hier zu einer verzégerten Bekdmpfung des Virus’, konnte
aber teilweise von anderen zytotoxischen Effektormolekiilen, wie z.B. GrzA, kompensiert
werden. Ob eine Bekdmpfung von O. tsutsugamushi auch ohne GrzB moglich wére, miisste
mit der entsprechenden Knockout Maus untersucht werden. Allerdings kénnte die erhéhte
Expression von GrzB wéhrend der akuten Phase der O. tsutsugamushi Infektion in der
Lunge auch vorliegen, da hier die hochste Bakterienlast nachzuweisen ist und GrzB an
der Bekdmpfung der infizierten Zielzellen durch eine Einleitung der Apoptose beteiligt ist
[93]. In der chronischen Phase der Infektion scheint GrzB in der Lunge und der Milz dann
gef. aufgrund der sinkenden Bakterienlast ebenfalls zu sinken, bleibt aber im Vergleich zu
den naiven Kontrollgruppen in der Lunge tendenziell und in der Milz signifikant erhoht.

Die Summe der Daten zu den Aktivierungsmarkern KLRG1, CD1la und GrzB zeigen,
dass gerade wihrend der chronischen Phase der O. tsutsugamushi Infektion, in der die
Bakterienlast sinkt, die T-Zellen ihren aktivierten Phanotyp behalten.

Es stellt sich jedoch die Frage, warum gerade die CD8" T-Zellen der Lunge aktivierter
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sind, als die der Milz. Basierend auf den Kinetikdaten sowie durch vorangegangene Un-
tersuchungen der Arbeitsgruppe, konnte die Lunge als Hauptorgan der O. tsutsugamushi
Infektion ausgemacht werden. In der Lunge als primér nicht-lymphatisches Organ wan-
dern CD8" T-Zellen erst getriggert durch die Infektion ein, so dass in der Lunge aufgrund
der erregerspezifischen T-Zellen eine gezielte Antwort auf O. tsutsugamushi beobachtet
werden kann. Es ist denkbar, dass in der Lunge mehr aktivierte CD8% T-Zellen als in
der Milz benotigt werden, um die Bakterien zu bekdmpfen, da in ihr die Bakterienlast
besonders stark ist. In der Milz als sekundéres lymphatisches Organ sind viele T-Zellen

anderer Spezifitdten zu finden.

Bei chronischen Infektionen sind die T-Zellen oft in ihrer Funktionalitéit eingeschrankt, so
dass es zu einer Schwéchung der T-Zell-Immunantwort z.B. gegen Viren kommt. Dies ist
auch ein haufiger Grund, weshalb der Wirt den Erreger nicht eliminieren kann, und wes-
halb es zu einer Ausbildung einer Persistenz, wie z.B. bei einer LCMV Infektion, kommt.
In diesem Zusammenhang wird héufig von ,erschépften T-Zellen gesprochen [186]. ,Er-
schopfte T-Zellen zeichnen sich durch die Expression der koinhibitorischen Rezeptoren,
wie z.B. PD-1, CTLA-4, TIM-3 und LAG-3 [274] und eine verringerte Zytokinexpression
von IFNy und TNFq, aus [145]. Wiahrend der Infektion mit O. tsutsugamushi nahmen
in der chronischen Phase die untersuchten koinhibitorischen Rezeptoren CTLA-4, TIM-
3 und LAG-3 wieder ab. Lediglich fiir PD-1 konnte eine tendenziell erhohte Expression
von PD-1 auf CD4% und CD8" T-Zellen an d21 mit ca. 30 bzw. 10 % gezeigt werden.
Quantitativ scheint PD-1 dabei auf den CD4% T-Zellen eine grofere Rolle wihrend einer
0. tsutsugamushi Infektion zu spielen. Am Beispiel der LCMV Infektion untersuchten
Barber et al. die Rolle von PD-1 auf den ,Erschopfungszustand” der CD8" T-Zellen hin
[186]. Sie beschreiben dabei zwei Typen von PD-1. Zum einen das PD-1, das wihrend
der akuten Phase der LCMV Infektion (Armstrong Stamm) hochreguliert wird und nach
einer iberstandenen Infektion auch schnell wieder eine abnehmende Expression zeigt. Auf
der anderen Seite zeigen sie eine erhohte PD-1 Expression wiahrend der chronischen Ver-
laufsform von LCMV (Klonl13), bei der die PD-1 Expression durchgehend erhéht bleibt.
Eine Blockade des PD-1/PD-L1 Signalweges konnte die Effektorfunktion der T-Zellen
wieder herstellen und zu einer gesteigerten Virusabwehr beitragen. Eine Blockade von
PD-1 wahrend der chronischen Phase der O. tsutsugamushi Infektion fiithrte zu einer
erhohten Bakterienlast und keiner Wiederherstellung der Effektorantwort der T-Zellen.
Durch die Blockade von PD-1 wurde zwar eine vermehrte Produktion von IFN~ indu-
ziert, allerdings deuten erste Daten dieser Arbeit darauf hin, dass es sich bei den IFN~-
produzierenden Zellen um Zellen handelt, die auch IL-10 produzieren und somit nicht zu
einer Effektorantwort beitragen. PD-1 kann demnach hier nicht fiir die Persistenz von O.
tsutsugamushi verantwortlich gemacht werden. Bei O. tsutsugamushi kann demnach von
keinem , Erschopfungszustand* der T-Zellen wahrend der chronischen Phase ausgegangen
werden. Das PD-1, das wahrend der chronischen Phase der O. tsutsugamushi Infekti-
on nachgewiesen werden konnte, kénnte eine andere Funktion haben, als das PD-1, das
wihrend der chronischen LCMV Form von Barber et al. gezeigt werden konnte [186].
Allerdings wire es auch moglich, dass wiahrend der Infektion mit O. tsutsugamushi ge-
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nerell ein sehr viel geringeres Antigenlevel im Vergleich zu der LCMV Infektion vorliegt,
so dass die Funktion von PD-1 in beiden Infektionsmodellen auch gleich sein koénnte,
jedoch bei O. tsutsugamushi keine so durchschlagende Rolle spielt. Es ist jedoch denk-
bar, dass PD-1 auch innerhalb der O. tsutsugamushi Infektion verschiedene Funktionen
wahrend der akuten und der chronischen Phase aufweist. Dafiir spricht einerseits, dass
eine Blockade von PD-1 wéhrend der akuten Phase der Infektion keinen Effekt auf die
Bakterienlast hatte, wahrend andererseits die Bakterienlast nach einer Blockade wahrend
der chronischen Phase zu einer gesteigerten Bakterienlast in der Lunge fiihrte. Zu der
Funktion von PD-1 wahrend der akuten Phase kann noch keine detaillierte Aussage ge-
troffen werden, da die Blockade von PD-1 wiahrend der akuten Phase keinerlei Einfluss
zeigte. Allerdings gibt es Studien, die PD-1 nicht nur als Marker fiir erschopfte T-Zellen
beschreiben, sondern zudem als Kennzeichen fiir die Aktivierung von T-Zellen [274]. Wie
auch in der vorliegenden Arbeit dargestellt, beschreiben Legat et al. CD8% T-Zellen, die
zwar PD-1 exprimieren, aber weiterhin IFN~ produzieren und somit ihre Effektorfunktion
beibehalten. So ist auch wahrend der Infektion mit O. tsutsugamushi wahrend der akuten
Phase PD-1 als Marker fiir aktivierte T-Zellen denkbar. Da durch die Blockade von PD-1
wahrend der chronischen Phase der O. tsutsugamushi Infektion ein gesteigerter Anteil
an IL-10" CD4" T-Zellen gezeigt werden konnte, die zudem IFN~ produzieren, konnte
das PD-1 wihrend der chronischen Phase der Infektion die IL-10-Antwort bremsen. Das
IL-10 kénnte demnach wahrend der chronischen Phase der Infektion iiber PD-1 gesteuert

werden. Diesbeziiglich liegen jedoch noch keine Publikationen vor.

5.2 CTLA-4, PD-1, TIM-3 und LAG-3 - Kompensation der
fehlenden Tregs wahrend der Orientia tsutsugamushi
Infektion

Bei den Tregs handelt es sich um die wichtigste Zellpopulation, die an der negativen Re-
gulation von T-Zell-Immunantworten beteiligt ist, um die Aktivierung von autoreaktiven
T-Zellen zu unterdriicken [111]. In anderen Infektionsmodellen, wie zum Beispiel M. tu-
berculosis konnte bereits gezeigt werden, dass Tregs wahrend der Infektion im Vergleich
zu nicht infizierten Kontrollgruppen zunehmen [122]. Wihrend einer Influenza Virus In-
fektion im Mausmodell konnte von Bedoya et al. sogar eine vermehrte Treg-Proliferation
in der Lunge gezeigt werden [275|. Im Rahmen dieser Arbeit konnte jedoch wéhrend einer
murinen Infektion mit O. tsutsugamushi eine Abnahme der Tregs wihrend der akuten
Phase der Infektion, sowohl in der Milz als auch in der Lunge, nachgewiesen werden.
Auch in humanen Patienten, die an dem Tsutsugamushi-Fieber erkrankt waren, konn-
te von Cho et al. im Patientenserum eine Abnahme an Tregs im Vergleich zu gesunden
Kontrollgruppen nachgewiesen werden. Allerdings lagen dort die Tregs sowohl wéihrend
der akuten Phase als auch wihrend der Rekonvaleszenzzeit reduziert vor [121], wéhrend
die Tregs bei den Experimenten dieser Arbeit in den Mausorganen lediglich wahrend der
akuten Phase reduziert waren. Cho et al. diskutieren die Abnahme der Tregs als eine

Folge einer Migration und Akkumulation von supprimierenden Zellen in entziindete Ge-
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webe, wie es auch schon bei anderen chronischen Infektionen beobachtet werden konnte
[121, 276|. Allerdings konnten in der vorliegenden Arbeit in der Lunge, einem Organ, das
wahrend der O. tsutsugamushi Infektion eine Entziindung aufweist, keine Tregs nachge-
wiesen werden. Auch in der Lunge konnte eine Abnahme der Tregs gezeigt werden, so dass
die Annahme von Cho et al. widerlegt werden konnte. Cho et al. vermuten zudem einen
Zusammenhang zwischen dem systemischen Abfall der Tregs und einem gleichzeitigen An-
stieg an CD8' T-Zellen mit einer gesteigerten zytotoxischen Aktivitdt [106, 121|. Auch
im murinen Modell konnte im Rahmen dieser Arbeit ein signifikanter Anstieg der CD8*
T-Zellen mit einer gesteigerten Aktivitat gezeigt werden. Dieser konnte fiir die absoluten
CD8" T-Zellen bereits an d12 p.i. nachgewiesen werden und blieb bis in die chronische
Phase bestehen. Fiir die akute Phase (d12 p.i.) konnte hier die Vermutung von Cho et al.
bestétigt werden, dass die Abnahme der Tregs in einem Zusammenhang mit gesteigerten
CD8" T-Zellen steht. Wahrend der chronischen Phase konnte in der vorliegenden Arbeit
eine Zunahme der Tregs gezeigt werden, die CD8% T-Zellen gehen jedoch nicht zuriick,
sondern bleiben weiterhin erhoht und behalten ihren aktivierten Status bei. Diese Daten
deuten darauf hin, dass die Migration und Akkumulation der CD8" T-Zellen im murinen
Modell als Ausloser fiir die reduzierte Treg Anzahl eher unwahrscheinlich ist. Die Daten
der vorliegenden Arbeit legen nahe, dass die CD8' T-Zell-Antwort unabhéngig von den
Tregs steigt.

Eine andere Moglichkeit, die zu einer Abnahme der Tregs im Rahmen der O. tsutsuga-
mushi Infektion fithren kann, konnte eine Limitierung der Differenzierung naiver T-Zellen
zu Tregs sein. Es gibt dazu bereits Studien, die eine Beteiligung inflammatorischer Me-
diatoren, wie z.B. IFN~, an der Umwandlung von naiven CD4*% T-Zellen in Foxp3™ Tregs
beschreiben, in dem ein Anstieg an Tregs in IFN~ defizienten M&ausen gezeigt werden
konnte [277]. Das IFN+ inhibiert demnach die Bildung von Foxp3™ Tregs [277]|. Da in
dieser Arbeit wiahrend der Infektion mit O. tsutsugamushi an d12 p.i. eine erhdhte INF~-
Produktion gezeigt werden konnte und diese genau in dem Zeitraum lag, in dem die Tregs
reduziert vorlagen, ist eine solche durch INF+ inhibierte Bildung der Tregs auch wah-
rend der O. tsutsugamushi Infektion als Grund fiir die reduzierte Treg Anzahl denkbar.
Allerdings sprechen Studien von IFN~-assoziierten Infektionen, wie z.B. M. tuberculosis,
bei denen eine gesteigerte IFN~-Produktion sowie eine erhohte Anzahl an Tregs gezeigt
werden konnte, gegen diese Theorie [122, 278].

Neben der gehemmten Differenzierung der naiven CD4% T-Zellen in Tregs soll laut Olden-
hove et al. auch eine verringerte Proliferation sowie eine vermehrte Apoptose der Tregs
an der Abnahme der Tregs beteiligt sein [279]. Sie zeigten in diesem Zusammenhang,
dass die reduzierte Anzahl an Tregs bei einer Tozoplasma gondii (T. gondii) Infektion
durch eine geringere Proliferation ausgelost wurde. Es kann auch angenommen werden,
dass Tregs vermehrt in Apoptose geschickt werden, da sie bei einer O. tsutsugamushi In-
fektion moglicherweise die Pathogenabwehr verschlechtern oder die Persistenz verstéirken
wiirden. Allerdings sprechen in diesem Fall Ergebnisse von Vorversuchen dagegen, bei de-
nen eine Depletion der Tregs an d0 und d4 p.i. wahrend einer O. tsutsugamushi Infektion
die Bakterienlast in untersuchten Organen weiter steigerte (Daten nicht gezeigt). Es lasst
sich demnach vermuten, dass das Vorhandensein der Tregs zu einer verbesserten Bak-
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terienabwehr beitragen kann. Basierend auf dieser Annahme wére es denkbar, dass die
Préasentation von O. tsutsugamushi-Antigenen zum Beispiel iiber MHC-II fiir die Abnah-
me der Tregs sorgt, um so die Uberlebenschancen des Bakteriums im Wirt zu verbessern.
Es ist zum Beispiel vorstellbar, dass O. tsutsugamushi bestimmte Peptide produziert, de-
ren Prisentation zu einer Depletion der Tregs fiihrt. Eine dhnliche Idee verfolgten Graz
und Campbell, die eine Expression spezieller Peptide durch Pathogene nicht ausschliefien,
so dass diese die Fahigkeit besitzen, Tregs erfolgreich zu triggern [280).

Die Abnahme der Tregs in Milz und Lunge wéhrend einer Infektion mit O. tsutsugamus-
hi konnte allerdings auch durch eine Migration der Tregs in andere Gewebe ausgelost
werden, so dass diese zwar in den untersuchten Organen weniger werden, im gesamten
Organismus jedoch nicht abnehmen. Tregs konnen sowohl die Priming- als auch die Effek-
torphase der Immunantwort inhibieren. Demnach muss die Inhibierung der Immunantwort
einerseits in den lymphatischen Geweben und andererseits in den peripheren Geweben,
in denen die Immunreaktion ablauft, stattfinden. Aus diesem Grund vermuten Huehn
und Hamann fiir Tregs eine Féahigkeit zur Migration, die zugleich ihre supprimierenden
Kapazitaten in vivo beeinflusst [281]. Denkbar wére zum Beispiel eine Wanderung der
Tregs aus der Lunge in ihre drainierenden Lymphknoten (mediastinale Lymphknoten),
was zum einen den reduzierten Anteil der Tregs in der Lunge nach einer O. tsutsugamushi
Infektion erkléaren wiirde. Zum anderen waren die Tregs trotzdem in der Nahe der Lunge,
die den Hauptort der Infektion darstellt. Eine vermehrte Proliferation der Tregs in den
drainierenden Lymphknoten der Lunge konnte von Bedoya et al. wihrend einer Infekti-
on mit Influenza gezeigt werden, so dass ein Vorkommen der Tregs in den mediastinalen
Lymphknoten generell moglich ist [275]. Um diese Theorie wiahrend einer Infektion mit O.
tsutsugamushi zu bestétigen, wiirde sich eine Untersuchung der regionalen Lymphknoten

der Lunge anbieten.

Auffallend ist auch, dass sich die Bakterienlast von O. tsutsugamushi in der Lunge und
der Milz invers zu der absoluten Treg Anzahl in den untersuchten Organen verhélt. In
der akuten Phase der Infektion, in der die meisten Bakterien vorhanden waren, liegt
eine besonders geringe Treg Anzahl vor. In der chronischen Phase hingegen, in der die
Bakterienlast wieder sinkt, kommt es zu einer Zunahme der Tregs, die zwar im Vergleich
zu den naiven Mausen nicht signifikant, jedoch tendenziell erhéht ausféllt. Oldenhove et
al. machten eine dhnliche Beobachtung wahrend einer Infektion mit 7. gondii. Sie zeigten,
dass der Treg Abfall wihrend einer 7. gondii Infektion mit der Pathogenese des Parasiten
korreliert. Je geringer die Dosis des Parasiten war, desto geringer fiel die Pathologie aus
und desto mehr Tregs waren vorhanden [279].

Um den genauen Mechanismus benennen zu kénnen, der bei einer Infektion mit O. tsut-
sugamushi zu einer Abnahme der Tregs in der Lunge und der Milz wahrend der akuten
Phase der Infektion fiihrt, miissen weitere Untersuchungen erfolgen. Vollig unabhingig
von dem Mechanismus, der fiir die Abnahme der Tregs verantwortlich ist, konnte jedoch
im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass durch die Abnahme der Tregs wihrend der
O. tsutsugamushi Infektion die wichtigste Zellpopulation, die an der negativen Regula-
tion von T-Zell-Immunantworten beteiligt ist, fehlt [111]. Da eine Immunantwort immer
von einem Gleichgewicht zwischen kostimulierenden und koinhibitorischen Mechanismen
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gepragt ist [111], geben die Daten Grund zu der Annahme, dass das Fehlen der Tregs
wahrend einer O. tsutsugamushi Infektion durch andere regulatorische Mechanismen kom-
pensiert werden muss. Die gezeigte erhohte Expression der untersuchten koinhibitorischen
Rezeptoren CTLA-4, PD-1, TIM-3 und LAG-3 auf CD4" und CD8" T-Zellen unterstiitzt
diese Theorie, dass andere Regulationsmechanismen an der Immunantwort wéhrend einer

0. tsutsugamushi Infektion beteiligt sind.

5.3 CTLA-4 - Sicherung der Homdoostase von CD4" und CD8"
T-Lymphozyten wahrend der Orientia tsutsugamushi
Infektion

CTLA-4 spielt wiahrend einer Immunantwort eine herunterregulierende Rolle, indem es
eine anhaltende Immunantwort der aktivierten T-Zellen beendet [178]. Méuse, denen das
CTLA-4 fehlt, zeigen einen lymphoproliferativen Phénotyp. Dieser zeichnet sich durch
einen T-Zell-Ansturm mit einer gleichzeitigen Hochregulation von Aktivierungsmarkern
in Milz und Lymphknoten aus [181]|. Auch in Lunge, Leber, Herz und Pankreas zeigten
Waterhouse et al. eine solche T-Zell-Invasion. Das Fehlen von CTLA-4 fiihrt zu einem
frithen Tod der Méuse im Alter von 3-4 Wochen [181], der durch Gewebsschadigungen
mit einer schweren Myokarditis und Pankreatitis ausgelost wird [282]. Im Rahmen die-
ser Arbeit konnte wihrend einer Infektion mit O. tsutsugamushi durch die Blockade von
CTLA-4 wihrend der akuten Phase der Infektion ein Anstieg an CD4% T-Zellen in der
Lunge gezeigt werden. Gleichzeitig kam es zu einem reduzierten Anteil an CD8' T-Zellen
in der Lunge. Die Daten deuten darauf hin, dass die Lymphozytenhomdoostase durch das
Fehlen von CTLA-4 wihrend der akuten Phase der Infektion gestért wird. Ein Fehlen
des CTLA-4 wéhrend der chronischen Phase der O. tsutsugamushi Infektion verédndert
die Verteilung der CD4" und CD8" pulmonalen T-Zellen jedoch nicht, so dass CTLA-4
einen groferen Einfluss wéhrend der akuten Phase der Infektion, in der das Priming der
T-Zellen stattfindet, zu haben scheint. In diesem Zusammenhang konnte bereits gezeigt
werden, dass die inhibitorischen Effekte von CTLA-4 bereits detektiert werden kénnen,
wenn noch keine Expression von CTLA-4 an der Oberfliche der T-Zellen mittels Durch-
flusszytometrie moglich ist [150, 283, 284|. Krummel und Allison gehen demnach davon
aus, dass CTLA-4 eine grofere regulierende Rolle wéhrend der frithen Stadien der T-
Zell-Aktivierung besitzt [283]. Allerdings gilt es hierbei zu bedenken, dass Krummel und
Allison CTLA-4 lediglich auf der Zelloberfldche farbten. Jedoch kommt nur ein geringer
Anteil von CTLA-4 auf der Zelloberflache vor. Die Mehrheit befindet sich in intrazelluléren
Kompartimenten und rezirkuliert zwischen dem Inneren der Zelle und der Zelloberflache
[158-160).

Die Blockade von CTLA-4 wihrend der akuten Phase der O. tsutsugamushi Infektion
fithrte zu einem Anstieg der CD4™, nicht aber der CD8*1 T-Zellen. In vitro Studien konnten
bereits nachweisen, dass a-CTLA-4 die T-Zell-Proliferation steigern kann [283]|. Auch
in vivo Studien zeigten eine gesteigerte Expansion von T-Zellen, die reaktiv zu einem

spezifischen Peptidantigen oder dem Superantigen Staphylococcus enterotoxin B waren
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[285, 286]. Auch aus diesen Studien geht hervor, dass CTLA-4 eine wichtige Rolle bei der
Herunterregulation der T-Zell-Antwort hat.

Es gibt bereits verschiedene Theorien, wie CTLA-4 seine regulierende Funktion, also die
Regulation der T-Zell-Expansion, ausiibt [178]. Eine Moglichkeit ist dabei, dass CTLA-4
apoptotische Mechanismen auslost, um so die T-Zell-Antworten zu beenden [287|. Bei
einer anderen Moglichkeit inhibiert CTLA-4 die IL-2 Akkumulation und die T-Zell-Proli-
feration [178]. Die Anwesenheit von CTLA-4 stoppt hierbei die T-Zellen in der G0/G1
Phase des Zellzyklus, so dass davon ausgegangen wird, dass die Inhibition der T-Zell-
Proliferation und IL-2-Sekretion durch CTLA-4 auch ohne die Anwesenheit von apoptoti-
schen Mechanismen stattfinden kann [178]. Umgekehrt dazu miisste ein Fehlen von CTLA-
4 zu einem Anstieg der T-Zell-Proliferation und ein Anstieg der IL-2-Sekretion gezeigt
werden kénnen. Im Rahmen dieser Arbeit fiihrte die Blockade von CTLA-4 wéhrend der
akuten Phase der O. tsutsugamushi Infektion jedoch in der Lunge lediglich zu einem An-
stieg der CD4" T-Zellen. Ein gleichzeitiger Anstieg der IL-2-Produktion der T-Zellen in
der Lunge konnte hingegen nicht gezeigt werden. Allerdings erfolgte die Untersuchung
von IL-2 durch durchflusszytometrische Analysen der Lungenzellen. Der Nachweis von
IL-2 durch Krummel und Allison erfolgte hingegen mittels ELISA [178], so dass die IL-2
Daten nicht direkt vergleichbar sind und somit diese Theorie fiir eine O. tsutsugamushi
Infektion nicht direkt ausgeschlossen werden kann. Es bleibt also denkbar, dass die Blo-
ckade von CTLA-4 dazu fiihrt, dass die T-Zellen aus der GO/G1 Phase des Zellzyklus in
die S Phase iibergehen kénnen, jedoch miissten zunéchst weitere Untersuchungen wahrend

einer O. tsutsugamushi Infektion folgen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine Verdnderung des CD4" und CD8*" T-Zell-Gleichge-
wichtes in der Lunge lediglich durch eine Blockade von CTLA-4 wahrend der akuten
Phase der O. tsutsugamushi Infektion nachgewiesen werden. Eine Blockade von PD-1
oder aber eine Blockade von PD-1 in Kombination mit TIM-3 und LAG-3 hatte keinen
vergleichbaren Effekt, so dass der Einfluss auf die Lymphozytenhomd&ostase spezifisch fiir
CTLA-4 zu sein scheint. Schon McCoy et al. beschrieben CTLA-4 als ein wichtiges Mo-
lekiil, das in die Aufrechterhaltung der T-Zell-Homdostase involviert ist [282]. Da in der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, dass CTLA-4 der am stérksten vertretene
untersuchte koinhibitorische Rezeptor auf den CD4% T-Zellen ist und auf den CD8" T-
Zellen quantitativ eine geringere Rolle spielte, ist ein Effekt auf die CD4" T-Zellen durch
die Blockade von CTLA-4 sehr naheliegend. Offenbar wirkt CTLA-4 im O. tsutsugamus-
hi-Modell stark bremsend auf die CD4" T-Zellen, die bei einer Blockade von CTLA-4
bevorzugt in die Lunge einwandern. Ob die Expansion der CD4" T-Zellen an einer ver-
starkten Proliferation, an einer verinderten Chemotaxis oder an einem anderen Grund

liegt, muss experimentell noch gekléart werden.
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5.4 IL-10" IFN~" koproduzierende Zellen als Ausloser der

erhohten Bakterienlast

IL-10 ist ein anti-inflammatorisches Zytokin, das die Immunantwort auf Pathogene be-
grenzt und somit inflammatorischen und autoimmunen Schéden vorbeugen soll [237]. Ein
Fehlen von IL-10 fiihrt jedoch nicht zwangslaufig zu einer verstirkten Immunpathologie,
sondern kann bei einigen Pathogenen wie z.B. LCMV zu ihrer besseren Bekdmpfung bei-
tragen [251, 252]. Im Gegenzug dazu ist das Vorhandensein von I1.-10 dafiir bekannt, die
Anfilligkeit fiir zahlreiche intrazellulare Mikroorganismen zu steigern und somit an der
Bildung einer Persistenz von Bakterien wie z.B. Bartonella quintana oder M. tuberculosis
beteiligt zu sein [137, 255, 256].

Auch im Rahmen dieser Arbeit konnte wahrend der Infektion mit O. tsutsugamushi ei-
ne gesteigerte Bakterienlast in der Lunge mit einer erhchten Produktion von IL-10 in
einen Zusammenhang gebracht werden. Schon Koh et al. zeigten auf mRNA Ebene, dass
IL-10 bei einer O. tsutsugamushi Infektion den protektiven Effekt von IFN+ hemmt und
somit die Anfélligkeit fiir eine Infektion erhoht [260]. Matthias Hauptmann zeigte 2013,
dass wahrend einer Infektion mit O. tsutsugamushi sowohl IFN~ als auch IL-10 von T-
Zellen produziert werden [77]. Ghigo et al. gehen bei einer Coziella burnetii (C. burnetii)
Infektion davon aus, dass IL-10 die Replikation des intrazelluliren Bakteriums in den
menschlichen Monozyten durch eine Verminderung von TNFa erhoht [288]. Wéhrend der
Infektion mit O. tsutsugamushi konnte jedoch keine verminderte TNFa-Produktion bei
einer gleichzeitigen Steigerung der IL-10-Produktion nachgewiesen werden (Daten nicht
gezeigt), so dass ein &hnlicher Zusammenhang bei O. tsutsugamushi unwahrscheinlich
ist. Andere Studien zeigen, dass IL-10 {iberexprimierende Mé&use zu einer persistierenden
C. burnetii Infektion fiihren [256]. Die IL-10 Uberexpression soll dabei in einem Zusam-
menhang mit einer anhalten Présenz von C. burnetii in Geweben und hohen Leveln an
spezifischen Antikorpern stehen und Ausloser einer steigenden Infektion in der Lunge sein
[256].

Interessanterweise deuten die Daten der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass es sich bei
den IL-10 produzierenden CD4" T-Zellen in O. tsutsugamushi infizierten Mausen nach
einer spaten Blockade von PD-1 gleichzeitig um Produzenten von IFN~ handelt. Koh
et al. konnten in der Peritonealfliissigkeit gleichzeitig IL-10 und IFN+y mRNA nachwei-
sen und schliefen daraus, dass IL-10 die IFNy mRNA nicht herunterreguliert [260]. Sie
gehen davon aus, dass die gleichzeitige Produktion von IL-10 und IFN~v gegen eine Ent-
wicklung der klassischen Ty1 und Ty2 Zelltypen spricht [260], obwohl in dieser Studie
keine Untersuchung der T-Zellen erfolgte. Auch wiahrend der kutanen Leishmaniose konnte
im Mausmodell ein IL-10" IFN~* koproduzierender Zelltyp fiir den chronischen Verlauf
der Infektion verantwortlich gemacht werden [257]. Bei dem Zelltyp konnte es sich um
Tr1 Zellen, einer Subpopulation der iTregs, handeln. Tl Zellen sind CD41 T-Zellen,
die sowohl IL-10 als auch IFN~v produzieren [289]. Thren supprimierenden Effekt erlan-
gen sie iiber 1L-10 und Koinhibitoren, wie etwa CTLA-4, LAG-3 und PD-1, die sie auf
ihrer Oberfliche exprimieren [289]. Auch wéhrend einer Infektion mit O. tsutsugamus-
hi konnten Tg1 Zellen fiir die erhohte Bakterienlast verantwortlich sein. Jedoch miisste
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zur genauen Verifizierung getestet werden, ob die IL-10" IFN~* koproduzierenden Zellen
gleichzeitig die Koinhibitoren CTLA-4, PD-1 und LAG-3 exprimieren, wie es fiir Tx1
Zellen gezeigt werden konnte [289]. Zum jetzigen Zeitpunkt kann nur gesagt werden, dass
es Zellen gibt, die diese Koinhibitoren vermehrt exprimieren, nicht aber, ob es sich bei
diesen Zellen gleichzeitig um den IL-10" IFN~* koproduzierenden Zelltyp handelt. Auch
Koh et al. postulierten aufgrund des Nachweises des Zytokinprofils, bei dem ein hohes
Level an IL-10 und IFN~ ohne einen Anstieg an I1.-2 oder IL.-4 zu finden war, die Theorie
einer Beteiligung der Tl Zellen wéhrend einer Infektion mit O. tsutsugamushi [260].

Ahnlich zu der Theorie von Gazzinelli et al., die beschreibt, dass die Induktion von IL-10
eine wichtige Strategie sein konnte, mit der der Parasit 7. gondii der IFN~ abhingigen,
Zell-vermittelten Immunantwort entgeht [254], konnte auch bei einer Infektion mit O.
tsutsugamushi die Produktion von IL-10 als Teil einer Uberlebensstrategie des Bakteri-
ums denkbar sein. Kramme et al. konnten die IL-10 und IFN~ Zytokinantwort erstmals in
Verbindung mit der Bakterienlast im Blut von Patienten mit dem Tsutsugamushi-Fieber
bringen [259]. Sie bestétigten die kombinierte gesteigerte Produktion von IFN~ und IL-10
im Menschen wiahrend der akuten Phase der Infektion, die zuvor schon im Mausmodell von
Koh et al. sowie im Rahmen der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte [260]. Kram-
me et al. zeigten einen direkten Zusammenhang zwischen IL-10 und der Bakterienlast im
Blut der mit O. tsutsugamushi infizierten Patienten und gehen davon aus, dass durch die
inhibierende Wirkung des IL-10 auf die Immunantwort dem Bakterium das Uberleben in
einer intrazellularen Umgebung erleichtert wird, wie es auch fiir eine Infektion mit Legio-
nella pneumophila bereits gezeigt werden konnte [290]. Fiir O. tsutsugamushi konnte von
Kim et al. im Mausmodell bereits gezeigt werden, dass durch das Bakterium IL-10 indu-
ziert wird, das dann wiederum die TNFa-Produktion der Makrophagen inhibiert [258].
Sie postulierten in diesem Zusammenhang das Vorhandensein eines IL-10-induzierenden
Faktors, der auf aktivierten Makrophagen wéhrend einer O. tsutsugamushi Infektion aktiv
ist und den negativen Feedback Mechanismus, der IL-10 zugeschrieben wird, férdert. Dies
ermoglicht es den Bakterien in der Umgebung von Makrophagen zu tiberleben [258|.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Produktion von IL-10 wéh-
rend einer O. tsutsugamushi Infektion durch eine frithe Blockade von CTLA-4 bzw. einer
spaten Blockade von PD-1 erhéht wird, was fiir die gesteigerte Bakterienlast in der Lunge
verantwortlich sein kann. Die negativen Regulatoren CTLA-4 und PD-1 scheinen demnach
fiir die effiziente Bekimpfung des Bakteriums notwendig zu sein. Ihre Blockade hingegen
scheint in diesem Fall fiir O. tsutsugamushi niitzlich zu sein. Wie genau die Zusammen-
hénge zwischen einer Blockade von CTLA-4 wihrend der akuten Phase der Infektion
bzw. von PD-1 wihrend der chronischen Phase der Infektion und einer erhéhten IL-10-
Produktion von IFN~ koproduzierenden Tg1 Zellen besteht, miisste in weiterfithrenden
Studien untersucht werden.
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5.5 Modell zur CTLA-4 Blockade wahrend einer Orientia

tsutsugamushi Infektion

Basierend auf den im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten zur Untersuchung des ko-
inhibitorischen Rezeptors CTLA-4 konnte ein Modell erstellt werden, das den Einfluss
von CTLA-4 wihrend einer Infektion mit O. tsutsugamushi graphisch erlautert (siehe
Abbildung 5.1).

Milz

© s
oqo.z..:

O.tsu

Akute Phase a-CTLA-4
TLA-4
T-Zelle

Abbildung 5.1: Modell zur CTLA-4 Blockade wihrend einer Infektion mit O. tsutsugamushzi.

Auf eine Infektion (A) einer C57BL/6 Maus mit O. tsutsugamushi (O.tsu) folgte eine Blockade von CTLA-4 (C)
durch eine dreimalige Injektion von a-CTLA-4 wihrend der akuten Phase der Infektion (B). Durch die Blockade
kommt es zu einem Anstieg der IL-10-Produktion durch T-Zellen in der Milz (D). In der Lunge fiihrt die Blockade
von CTLA-4 zu einer Zunahme an CD4" (E) sowie einer Abnahme der CD8" (F) T-Zellen. Die CD41 T-Zellen
produzieren im Vergleich zur nicht blockierten Maus unverindert IFNvy (G). Die CD8" T-Zellen weisen eine
verminderte Aktivierung auf (H). Eine Blockade von CTLA-4 wihrend der akuten Phase der Infektion fiihrt
zu einer erhohten Bakterienlast in der Lunge (I). 1. Moglichkeit (1) fiir die erhohte Bakterienlast in der Lunge
kénnte die verminderte Anzahl an CD8' T-Zellen mit ihrer verminderten Aktivitit sein. Denkbar ist auch, dass
die erhohte IL-10-Produktion durch T-Zellen in der Milz verantwortlich fiir die gesteigerte Bakterienlast in der
Lunge ist (2).

Bei O. tsutsugamushi infizierten C57BL/6 Mausen (O.tsu; A), fiihrt eine dreimalige Be-
handlung mit a-CTLA-4 wéhrend der akuten Phase der Infektion (B) zu einer Blockade
des koinhibitorischen CTLA-4 Molekiils auf aktivierten T-Zellen (C). Es kommt zu einem
Anstieg der IL-10-Produktion durch T-Zellen in der Milz, die ebenfalls eine erh6hte Bakte-
rienlast nach einer CTLA-4 Blockade aufweist (Daten nicht gezeigt; D). Gleichzeitig wird
eine massive Zunahme an CD47" (E) T-Zellen und eine Abnahme an CD8" T-Zellen (F) in
der Lunge durch die CTLA-4 Blockade ausgelost. Die CD4" pulmonalen T-Lymphozyten
produzieren im Vergleich zu der nicht blockierten Kontrollgruppe unveréndert IFNvy (G),
wihrend die CD8% T-Zellen einen verminderten Aktivierungsstatus zeigen (H). In der
Summe fiihrt die CTLA-4 Blockade wahrend der akuten Phase einer O. tsutsugamushi
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Infektion zu einer erhdhten Bakterienlast in der Lunge ().

Basierend auf diesen Erkenntnissen sind zwei Mechanismen denkbar, die fiir die erhohte
Bakterienlast in der Lunge verantwortlich gemacht werden kénnen. Als erstes (1) kann die
verminderte CD8" T-Zell-Anzahl in der Lunge mit ihrem verminderten Aktivierungssta-
tus direkt zu einer ineffizienteren Bakterienabwehr und der damit verbundenen erhéhten
Bakterienlast in der Lunge fiihren. Es gibt bereits Studien, die im Mausmodell den Zu-
sammenhang zwischen fehlenden CD8" T-Zellen und einem gesteigerten Bakterienwachs-
tum wéhrend einer Infektion mit O. tsutsugamushi nachweisen konnten [Hauptmann et
al.; Manuskript in Vorbereitung|. Als zweiter Mechanismus (2) kann die gesteigerte IL-
10-Produktion durch T-Zellen in der Milz verantwortlich fiir die erhéhte Bakterienlast
gemacht werden. Sowohl im Menschen als auch in der Maus konnte fiir O. tsutsugamushi
Infektionen gezeigt werden, dass IL-10 in Verbindung mit einem gesteigerten Bakteri-
enwachstum steht [258, 259]. Als IL-10-Produzenten kommen aufgrund der Stimulation
mit a-CD3 in der vorliegenden Arbeit generell nur T-Zellen in Frage. Da bereits gezeigt
werden konnte, dass die Tregs wiahrend der akuten Phase der O. tsutsugamushi Infekti-
on stark reduziert vorliegen, konnen diese als Produzenten des IL-10 in diesem Modell
ausgeschlossen werden. Wahrend einer akuten Infektion mit dem Influenza Virus konnten
CD4" und CD8* Effektor-T-Zellen in der Lunge als Produzenten von IL-10 nachgewie-
sen werden. Eine Blockade des von den Effektor-T-Zellen abstammenden IL-10 fiihrte
jedoch zu einer verstiarkten Lungeninflammation mit todlichem Verlauf [291]. Im Gegen-
satz dazu scheint jedoch bei der O. tsutsugamushi Infektion das Vorhandensein von IL-10
mit einem schlechteren Krankheitsverlauf und einer erhdhten Bakterienlast in Verbin-
dung gebracht werden zu konnen, so dass auch die Effektor-T-Zellen in diesem Modell
als IL-10-Produzenten unwahrscheinlich sind. Es verbleiben die CD4% Tx1 Zellen, die
sowohl IL-10 produzieren konnen und zudem zum Beispiel bei der kutanen Leishmaniose
das Uberleben des Pathogens begiinstigten [257]. Die CTLA-4 Blockade konnte in die-
sem Fall einerseits die Differenzierung der CD4™ T-Zellen in Txr1 Zellen begiinstigen, die
dann fiir eine reduzierte Bakterienabwehr sorgen und somit eine mogliche Erklarung fiir
die erhohte Bakterienlast sein konnten. Andererseits ist denkbar, dass die CTLA-4 expri-
mierenden Tg1 Zellen bereits vorhanden sind und durch die a-CTLA-4 Behandlung ihre
IL-10-Produktion dereprimiert wird.

Zudem vermuteten auch schon Koh et al. eine Beteiligung von Tx1 Zellen wiahrend einer
Infektion mit O. tsutsugamushi [260]. Die Tatsache, dass eine Blockade von CTLA-4 zu
einer vermehrten Bakterienlast fiihrt, ldsst vermuten, dass das CTLA-4 wéhrend einer
Infektion mit O. tsutsugamushi fiir die Bekdmpfung der Bakterien eine entscheidende
Rolle spielt.
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5.6 Modell zur PD-1 Blockade wahrend einer Orientia

tsutsugamushi Infektion

Auch fiir die Blockade von PD-1 wéhrend der chronischen Phase einer O. tsutsugamushi
Infektion konnte ein Modell erstellt werden (siche Abbildung 5.2).

Tgl Zellen  ©)

Chronische Phase o-PD-1

©

T-Zelle

Abbildung 5.2: Modell zur PD-1 Blockade wihrend einer Infektion mit O. tsutsugamushi.

(A) C57BL/6 Mause werden mit O. tsutsugamushi (O.tsu) infiziert und wihrend der chronischen Phase der
Infektion dreimalig mit a-PD-1 behandelt (B), was zu einer Blockade von PD-1 fiihrt (C). Durch die Blockade
von PD-1 bleibt der Anteil an CD4" (D) und CD8* (E) T-Zellen in der Lunge unverindert. Die CD41 T-Zellen
produzieren eine erhdhte Menge an IL-2 sowie von einem Zelltyp gleichzeitig IL-10 und IFN~y (F), wéihrend die
CD8" T-Zellen mehr 11.-2 und IFNy produzieren (G). Trotz der erhhten IFN~-Produktion kommt es zu einem
Anstieg der Bakterienlast in der Lunge (H). Es ist denkbar, dass es sich bei den IL-10" IFNy" koproduzierenden
CD4% T-Zellen um Tg1 Zellen (1) handelt, die zu der erh6hten Bakterienlast fiihren.

Eine dreimalige Behandlung von O. tsutsugamushi (O.tsu; A) infizierten C57BL/6 Mau-
sen mit a-PD-1 wihrend der chronischen Phase der Infektion (B) fiihrt zu einer Blockade
von PD-1 auf T-Zellen (C). Im Gegensatz zur CTLA-4 Blockade fiihrt eine PD-1 Blocka-
de wihrend der chronischen Phase zu keiner Verdnderung des CD4" (D) und CD8" (E)
T-Zell-Gleichgewichtes in der Lunge, was noch einmal die Theorie verstarkt, dass CTLA-
4, nicht aber PD-1, an der Homoostase der CD4" und CD8" Anteile beteiligt ist. Die
pulmonalen CD4" T-Zellen produzieren nach der spiten PD-1 Blockade vermehrt IL-2.
Des Weiteren gibt es CD4" T-Zellen die IL-10 und von der selben Zelle IFN~ koprodu-
zieren (F). Die CD8" T-Zellen der Lunge zeigen ebenfalls eine verstirkte IL-2 sowie eine
erhohte IFN~-Produktion (G), was fiir eine vermehrte Proliferation und Aktivitéat spricht.
Trotzdem sind die CD8" T-Zellen nicht in der Lage, die Bakterienlast zu reduzieren. Im
Gegenteil dazu fiihrt eine Blockade von PD-1 wihrend der chronischen Phase der Infekti-
on zu einer erhohten Bakterienlast in der Lunge (H). Die vermehrte Produktion von IL-10
konnte demnach einen stiarkeren Einfluss auf die Bakterienlast haben als [FN~ und kénnte

fiir die erhohte Bakterienlast in der Lunge verantwortlich sein. Da die Daten dieser Arbeit
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auf eine mogliche Koproduktion von IL-10 und IFN+ durch die CD4" T-Zellen hinweisen,
die jedoch kaum IL-2 produzieren (Daten nicht gezeigt), ist denkbar, dass es sich um Tg1
Zellen handelt (1), die die erhohte Bakterienlast in der Lunge induzieren.

Wie schon fiir die CTLA-4 Blockade wéihrend der akuten Phase der Infektion gezeigt,
scheint eine spate Blockade von PD-1 die Produktion von IL-10 zu begiinstigen. Die Da-
tenlage zu der spaten Blockade von PD-1 deutet zudem daraufhin, dass die Blockade
von PD-1 wahrend der chronischen Phase der Infektion die Differenzierung der CD4™"
T-Zellen zu Tgl Zellen fordert und so die Uberlebenschancen von O. tsutsugamushi in
der Lunge zu steigern scheint. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit deuten erste Hinweise
darauf hin, dass die Beteiligung von IL-10 ein interessantes Konzept wihrend der Infek-
tion mit O. tsutsugamushi darstellt, das jedoch weiter untersucht werden miisste, um die

Zusammenhénge verstehen und bestéatigen zu konnen.

Im Umkehrschluss deuten die Daten darauf hin, dass der koinhibitorische Rezeptor PD-1
wahrend einer Infektion mit O. tsutsugamushi fiir die effiziente Bekimpfung des Bakteri-

ums bendtigt wird.
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